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Plasmodium falciparum es el agente causante de la malaria en humanos. Su célula 
hospedera final es el eritrocito, donde se aloja en una vacuola parasitófora. La salida 
de P. falciparum es un proceso de importancia vital para el parásito ya que garantiza 
próximas infecciones y la supervivencia del mismo. En este trabajo se explora el 
mecanismo de salida del parásito. Se determinó mediante seguimiento de cultivos 
que el parásito sale entre las 42 y 48 horas después de sincronizar, y usando 
fluorescencia en la membrana se estableció que el parásito tras su replicación puede 
liberar la vacuola completa o cada parásito individualmente. Se midió la liberación de 
sondas citoplasmáticas CFDA-SE y calceína, además de la enzima LDH y se observa 
que no hay suficiente liberación del citoplasma para establecer un modelo de lisis de 
la membrana y por tanto se propone que el parásito puede estar usando mecanismos 
líticos y no líticos para ser liberado del eritrocito. Adicionalmente se realizó una 
búsqueda de proteínas SNARE para establecer si estas pueden estar o no 
involucradas en la salida del parásito si esta llega a ser mediada por fusión de 
membranas.  
 
Palabras clave: Plasmodium falciparum, salida, lisis, fusión, fluorescencia.  
Abstract 
 
Plasmodium falciparum is the causing agent for malaria in humans. Its final host cell 
is the erythrocyte, where it inhabits a parasitophorous vacuole. The exit of P. 
falciparum is a vital process for the parasite, as it determines the infective success 
and survival of this. The aim of this work is to explore the exit mechanism of the 
parasite. Following cultures it was determined that the parasite exits 42 to 48 hours 
after synchronization. Using membrane fluorescence it was established tha the 
parasite can release the whole vacuole or every newly replicated parasite 
individually. The release of cytoplasmic stains CFDA-SE and calcein, and the enzyme 
LDH , show that there is not enough release to establish lysis and the it is proposed 
that the parasite could be using lytic and non-lytic mechanisms to exit the 
erytrhocyte. Besides, a search for SNARE proteins was done to stablish if they could 
be mediating membrane fusion for exit.  
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Malaria o paludismo es una enfermedad tropical causada por parásitos intracelulares 
del género Plasmodium. Este género  abarca más de 200 especies que infectan 
reptiles, aves y mamíferos; las especies que afectan humanos son Plasmodium 
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, y P. knowlesi, siendo P. falciparum la más 
virulenta, causando complicaciones renales y cerebrales y alta mortalidad. Estas 
especies se distribuyen en más de 100 países tropicales de África, parte de Asia y 
América central y del sur. Anualmente se registran entre 300 y 500 millones de casos 
de malaria en el mundo y dejan alrededor de 1 millón de muertes 
(www.who.int/topics/malaria/es/, 2010).  
 
En Colombia se notificaron más de 26.600 casos de paludismo durante la primera 
mitad del año 2012, causados por diferentes especies de Plasmodium, de los cuales el 
20,7 % representaban casos de infección por P. falciparum y cerca del 1,2 % 
correspondían a malaria mixta (Instituto Nacional de Salud, 2012). Al estudiar los 
informes de casos de malaria en el país se observan incrementos en la incidencia de 
la enfermedad año tras año, y pese a las campañas de prevención del Instituto 
Nacional de Salud o la OMS esta aún representa un problema de salud pública 
importante en departamentos como Antioquia, Chocó, y algunos departamentos de 
las regiones amazónica y caribe.  
 
El parásito tiene un ciclo de vida complejo; una parte se desarrolla en un mosquito 
vector del género Anopheles, el cual por medio de la picadura a humanos, inocula 
parásitos que viajan al hígado y posteriormente invaden eritrocitos para llevar a cabo 
la fase intraeritrocítica (Martins Braga & Fernandez Fontes, 2005). Para el control de 
la enfermedad se han usado medicamentos como cloroquinina, quininas, entre otras, 
mas P. falciparum ha desarrollado resistencia a algunos de ellos. También se ha 
buscado controlar el vector para prevenir la transmisión de la enfermedad (Hay et al., 
2009). Actualmente se busca conocer la biología básica del parásito para evidenciar 
las causas de la resistencia a medicamentos, potenciales blancos terapéuticos o el 
bloqueo de vías metabólicas o procesos vitales en el desarrollo del parásito como 
métodos de tratamiento y la búsqueda de vacunas como método preventivo. 
Particularmente en Plasmodium se estudia el estadio intraeritrocítico porque es el de 
mayor relevancia clínica en humanos y además es cultivable en laboratorio.  
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La supervivencia de un parásito intracelular depende de tres grandes fases 
consecutivas: la invasión o entrada a la célula hospedera; la supervivencia al interior 
de la célula, que incluye crecimiento, replicación y evasión del sistema inmune; y la 
salida de la célula hospedera para invadir otras células sanas. La salida de los 
parásitos intracelulares es de gran importancia para la persistencia del mismo, dado 
que un egreso eficiente permite la invasión de células no infectadas en el hospedero 
final y por ende la transmisión a otros hospederos, asegurando así la supervivencia 
de la especie, y se asocia con progresión de la patología. Una salida ineficiente puede 
generar respuesta inmune del hospedero o comprometer el ciclo de vida del parásito.  
 
Sobre la salida del parásito P. falciparum se planteó inicialmente que sería un proceso 
explosivo debido a la presión mecánica ejercida por el parásito y su replicación al 
interior del eritrocito, pero evidencia reciente muestra que no necesariamente es 
explosivo y podría ser resultado de mecanismos que serán abordados 
posteriormente. El conocimiento de los mecanismos de salida es un punto de partida 
para buscar las moléculas y procesos implicados en este proceso, así comprender 
más a profundidad la biología del parásito.  
 
El documento presenta inicialmente una revisión sobre estructura y metabolismo del 
eritrocito, donde se describen componentes de las membranas y del citoplasma de 
estas células, luego se describen brevemente algunas generalidades del parásito y 
algunas modificaciones que induce en el eritrocito. Posteriormente se revisa el estado 
del arte sobre la salida de este y otros parásitos, lo cual orientó a la escogencia de 
algunas técnicas para evaluar salida y el planteamiento de los objetivos. Se utilizaron 
diferentes metodologías para alcanzar los objetivos, como marcaje de la membrana 
plasmática y membranas internas para observar su comportamiento durante la 
salida, determinación de escape citoplasmático con sondas fluorescentes y enzimas 
propias del eritrocito y se exploró la expresión de moléculas del parásito que 
pudieran estar relacionadas con procesos de exocitosis. Además se estandarizaron 
condiciones para realizar ensayos de electrofisiología sobre el eritrocito infectado.  
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1 Marco teórico y estado del arte 
1.1 Generalidades del eritrocito 
Los eritrocitos de mamíferos son células terminales muy abundantes y de fácil 
obtención. Tienen la particularidad de no poseer núcleo, organelos ni membranas 
internas, lo cual la ha hecho una célula ideal para el estudio de membrana plasmática, 
metabolismo, transporte celular, entre otros procesos. En humanos corresponden a 
cerca del 40-50% del volumen del plasma y están a cargo del transporte de oxígeno y 
CO2 hacia y desde tejidos respectivamente. Sin embargo, al ser parasitada por 
Plasmodium es modificada a tal punto que el parásito restituye en el citoplasma del 
eritrocito procesos membranales que llevan a cabo tráfico de proteínas y restablece 
la síntesis de proteínas. 
1.1.1 Estructura y metabolismo del eritrocito 
La membrana del eritrocito consiste de aproximadamente 8% de carbohidratos, 52% 
de proteínas y 40% de lípidos, tanto polares como apolares, entre los que se 
encuentra el colesterol. Al llegar a la senescencia, los eritrocitos pierden flexibilidad y 
son secuestrados y destruídos por el bazo (Mohandas & Gallagher, 2008; Rodak, 
Fritsma, & Keohane, 2012) . El eritrocito maduro no sintetiza lípidos de novo, por lo 
cual debe obtenerlos de lipoproteínas del suero, y con ayuda de enzimas los modifica 
e inserta en la hemicapa externa o interna (De Oliveira & Saldanha, 2010). 
 
Entre las proteínas estructurales del eritrocito se encuentran ankirina, banda 4.1R, 
banda 3, glicoforina C, proteína XK, antígeno duffy, aduccina y dematina (Mohandas & 
Gallagher, 2008). Se expresan proteínas de adhesión como ICAM-4, CD99, CD47, 
CD58, entre otras, las cuales son importantes en el agrupamiento de células en 
coagulación, la interacción con tejidos en intercambio gaseoso, aunque 
aparentemente se pliegan de manera que no están constantemente expuestas a sus 
ligandos (De Oliveira & Saldanha, 2010).  
 
Desórdenes genéticos, mutaciones en la hemoglobina o en las proteínas de anclaje a 
membrana pueden llevar a malformaciones de los eritrocitos, produciendo 
enfermedades como anemia falciforme, esferocitosis, eliptocitosis, ovalocitosis, entre 
otros, los cuales tienen presión selectiva positiva en zonas de malaria, pues este tipo 
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de malformaciones del eritrocito confieren resistencia dado que el parásito no puede 
invadir o, no se puede desarrollar óptimamente (Mohandas & Gallagher, 2008).  
 
Entre las proteínas de membrana que tienen función de transporte a favor del 
gradiente se encuentran MRP1 (Multidrug resistance-associated protein 1), banda 3 
(transportador aniónico), acuaporina (agua), Glut1 (glucosa), Kidd antigen protein 
(urea), RhAG (gases y CO2), encargados de transportar nutrientes, iones e incluso 
moléculas tóxicas. También hay co-transportadores como Na-K-2Cl, de Na-Cl, de Na-
K, de K-Cl y canal de Gardos como los principales encargados de regular gradientes 
iónicos y volumen (Rodak et al., 2012; De Oliveira & Saldanha, 2010).  
 
El eritrocito obtiene la mayoría de su energía de glicólisis. El ATP generado por esta 
vía es usado para funcionamiento de bombas y transportadores de la membrana y 
para la polimerización de actina involucrada en deformabilidad. Algunas enzimas 
mitigan estrés oxidativo, como SO dismutasa y catalasa, dado que la unión de la 
hemoglobina a oxígeno favorece formación de radicales de oxígeno (De Oliveira & 
Saldanha, 2010). 
1.2 Generalidades del parásito 
Plasmodium es un parásito eucariota unicelular que pertenece al reino Protozoa, filo  
Apicomplexa, junto a otros patógenos como Toxoplasma, Criptsporidium, Babesia, 
entre otros. Los parásitos de este filo se caracterizan por la presencia de un complejo 
apical en su membrana, que le da polaridad a la célula y contiene proteínas y 
estructuras complejas que intervienen en invasión, como roptrías, micronemas y 
gránulos densos. Cuando el complejo apical del merozoito contacta la membrana de 
la célula hospedera, se liberan proteínas y lípidos que facilitan la invaginación de la 
membrana plasmática para permitir la formación de la vacuola parasitófora, un 
compartimento membranal donde se alojará el parásito durante el ciclo infectivo 
(Striepen, Jordan, Reiff, & van Dooren, 2007; Bannister, Hopkins, Fowler, Krishna, & 
Mitchell, 2000; Martins Braga & Fernandez Fontes, 2005). 
1.2.1 Ciclo de vida 
El ciclo de vida de P.  falciparum consta de dos fases: una sexual que se lleva a cabo en 
el tracto digestivo de hembras de mosquitos de la especie Anopheles y una asexual en 
el hospedero humano (Figura 1-1). Los mosquitos infectados inoculan esporozoitos 
al hospedero mamífero por medio de la picadura. Una vez en el torrente sanguíneo 
del mamífero, se transportan al hígado, invaden hepatocitos y se dividen por mitosis, 
dando origen a formas no móviles llamadas merozoitos que luego son liberados al 
torrente sanguíneo, donde invaden eritrocitos y se dividen asexualmente en su 
interior (Martins Braga & Fernandez Fontes, 2005).  
 
La fase intraeritrocítica de P. falciparum tiene una duración aproximada de 48 horas 
desde el momento de invasión hasta el momento de salida, con variaciones de hasta 4 
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horas entre cepas. Se pueden diferenciar al menos tres etapas morfológicas durante 
este periodo: anillo, en la cual el parásito adopta forma aplanada y cóncava dentro del 
eritrocito, la cual dura entre 0 y 20 horas post-invasión y se alimenta de proteínas 
citosólicas del eritrocito a través de una vacuola alimenticia; la etapa trofozoíto, se 
presenta entre las 20 y 36 horas postinvasión, durante la cual el parásito se nutre de 
proteínas del eritrocito y genera los componentes para dividirse, crece en tamaño y 
se hace visible el pigmento malárico, es decir los residuos tóxicos de hemoglobina 
(principalmente grupo heme); finalmente, en el estado esquizonte, P. falciparum 
inicia la división de su genoma, que dará origen a 16-32 células hijas (merozoitos); 
durante la división del genoma la envoltura nuclear permanece intacta y los 14 
cromosomas aparentemente no se condensan a diferencia de la mitosis 
tradicionalmente descrita para vertebrados; posteriormente se forma la membrana 
plasmática de cada merozoito, rodeando núcleos y mitocondrias nuevas, plastidios y 
otros organelos antes de su salida para invadir otros eritrocitos y perpetuar el ciclo 
(Bannister et al., 2000; Gerald, Mahajan, & Kumar, 2011; Mbengue, Yam, & Braun-
Breton, 2012).  
 
Figura 1-1: Ciclo de vida del parásito P. falciparum 
El parásito P. falciparum tiene un ciclo de vida complejo que se lleva a cabo en dos 
hospederos: un invertebrado (flechas rojas) y un vertebrado (flechas azules), donde se aloja 
en al menos dos tipos celulares: células hepáticas y eritrocitos1.  
 
                                                        
1 Tomado de: 
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Plasmodium_lifecycle_PHIL_3405_lores.jpg 
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1.2.2 Modificaciones inducidas por el parásito al eritrocito 
Plasmodium induce cambios importantes en el eritrocito, como tráfico vesicular, 
procesos de transcripción y síntesis de proteínas o lípidos en una célula que no los 
ejecuta, al tiempo que debe evitar la eliminación por células del sistema inmune que 
se encuentran en la circulación sanguínea o por su paso por el bazo, en donde se 
filtran eritrocitos que tienen forma y flexibilidad alterada.  
 
Tras los primeros análisis del genoma de P. falciparum no se reportaron genes 
claramente homólogos a canales de sodio, potasio y cloro, al igual que otros canales y 
transportadores. Sin embargo estudios por bioinformática más detallados mostraron 
que existen transportadores (dependientes o no de ATP), como v-ATPasa, 
transportadores ABC, bombas de protones, transportadores de drogas/metabolitos, 
transportadores mitocondriales, transportadores de aminoácidos y/o azúcares, 
transportadores y cotransportadores de sodio, entre otros (Martin, Henry, Abbey, 
Clements, & Kirk, 2005), los cuales conforman lo que se conoce como las nuevas vías 
de permeabilidad (New Permeability Pathways - NPP), incluida la permeabilidad a 
sorbitol que posibilita la sincronización de los parásitos (Lisk & Desai, 2005; Desai, 
Bezrukov, & Zimmerberg, 2000). La localización de algunos de los transportadores 
fueron predichos con la presencia o ausencia de señales de localización, por lo cual se 
puede determinar si van compartimentos del parásito, membrana plasmática del 
eritrocito, vacuola parasitófora, entre otros (Martin et al., 2005).  
 
En el estado trofozoito, el parásito induce la formación de vesículas que se derivan 
desde la membrana vacuolar parasitófora (MVP), conocidas como clefts de Maurer, 
que pueden estar libres en el citoplasma del eritrocito infectado o unidos a la MVP, y 
se organizan morfológicamente como cisternas del Golgi de otros eucariotas. Son 
típicos de Plasmodium aunque se han descrito también en otros apicomplexa. Se 
observan como surcos y hendiduras a los que se les han adjudicado funciones 
relacionadas con tráfico vesicular; se plantea que esta podría ser una red 
completamente conectada de membranas internas conocida como red tubovesicular 
o bien que podrían ser vesículas aisladas (Lanzer, Wickert, Krohne, Vincensini, & 
Braun, 2006; Przyborski, Wickert, Krohne, & Lanzer, 2003). Se propone que a través 
de ellos el parásito exporta proteínas a la membrana del eritrocito, dentro de las que 
se describen proteínas de adhesión y proteínas asociadas con evasión del sistema 
inmune que se agrupan en dominios en la membrana, que morfológicamente se 
observan como picos y se les denomina knobs. Los clefts de Maurer están anclados al 
citoesqueleto del eritrocito mediante proteínas como PfSBP1 (P. falciparum skeletal 
binding protein 1), dependiente de fosforilación por una fosfatasa propia de estos 
compartimentos y cuya inhibición resulta en hiperfosforilación de PfSBP1 y previene 
la salida del merozoito (Lanzer et al., 2006).  
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1.3 Salida de parásitos intracelulares  
Se han encontrado numerosas evidencias, que se describirán brevemente en este 
documento, de que los procesos de salida de parásitos intracelulares son orquestados 
por el parásito, dirigiendo la señalización intracelular de la célula hospedera a 
conveniencia, a diferencia de ideas anteriores donde se planteaba que la salida del 
parásito era debida a la simple presión mecánica ejercida por su replicación. Así 
mismo varios mecanismos han sido implicados, encontrándose procesos líticos 
donde intervienen proteasas o fosfolipasas; o bien procesos más controlados donde 
tras la salida, la célula hospedera conserva su morfología inicial, como extrusión o 
fusión exocítica. También se ha encontrado que algunos parásitos inducen muerte 
celular apoptótica o proinflamatoria. Muchos de estos procesos dependen de las 
necesidades del parásito, el ambiente en que se encuentre, la disponibilidad de otras 
células a las cuales pueda parasitar y de cómo deba evadir el sistema inmune del 
hospedero.  
 
La lisis de la célula hospedera puede llevar a respuestas inflamatorias como las que 
se dan en procesos de necrosis, pero puede darle ventajas al parásito respecto a 
tiempos de invasión y de exposición al medio, pues es mucho más rápido que otros 
procesos. Los procesos no líticos por otro lado, reducen la respuesta inflamatoria al 
reducir la exposición al sistema inmune del hospedero, principalmente en extrusión 
con membrana del hospedero y dejan células vivas para posibles reinfecciones y 
replicación de las mismas. En la Figura 1-2 se resumen los mecanismos de salida 
descritos para varios parásitos, los cuales serán explicados en detalle más adelante.  
 
Figura 1-2. Mecanismos de salida de parásitos intracelulares 
En este esquema se resumen los diferentes mecanismos de salida descritos para parásitos 
intracelulares de varios grupos (bacterias o protozoarios). Tomado de (Hybiske & Stephens, 2008). 
 
 
8  Marco teórico y estado del arte 
1.3.1 Procesos líticos 
Algunos parásitos intracelulares habitan en vacuolas parasitóforas, como Plasmodium 
sp. o Leishmania sp., mientras otros se encuentran libres en el citoplasma celular 
como Listeria monocitogenes, Shigella sp. y Tripanosoma cruzi. Los que habitan en el 
citoplasma deben por tanto romper la membrana de la vacuola resultante de la 
fagocitosis. Uno de los mecanismos para esta primera salida es la expresión de 
proteínas formadoras de poros (PFP). Cuando se describieron estas proteínas, se 
supuso que la ruptura era generada porque los poros permitían la entrada de agua o 
de iones y la presión osmótica causaba lisis, pero actualmente se plantea que los 
poros se abren para dar paso a fosfolipasas del patógeno que deshacen una de las 
hemicapas de la vacuola. Este mecanismo se ha propuesto para la ruptura de la 
vacuola en parásitos como L. monocitogenes, Shigella, T. cruzi y Leishmania (Hybiske 
& Stephens, 2008).   
 
Chlamydia trachomatis es una bacteria que infecta células epiteliales de las mucosas, 
y se localiza al interior de una vacuola parasitófora que inhibe la fusión con lisosomas 
(Hammerschlag, 2002). Se plantea que esta bacteria presenta dos mecanismos de 
salida, uno lítico y uno no lítico, siendo el primero más rápido que el segundo, pero se 
dan con la misma frecuencia. La ruptura puede ser bloqueada con inhibidores de 
proteasas (E-64, inhibidor de proteasas de cisteína) y posiblemente es dependiente 
de señalización con calcio (Hybiske & Stephens, 2008). 
 
Leishmania, el parásito eucariota intracelular causante de leishmaniasis, tiene dos 
estadios principales a lo largo de su ciclo de vida: promastigotes, un estadio flagelado, 
extracelular presente en un hospedero insecto y amastigotes, el estadio aflagelado, 
intracelular, intravacuolar de los macrófagos de mamíferos, donde debe enfrentarse a 
pH ácido.  En este parásito se ha descrito una PFP con actividad a pH 5,5 y a pH 
neutro, que se denominó leishporina. Esta proteína purificada tiene actividad 
hemolítica y es capaz de inducir corrientes iónicas en bicapas artificiales. El modelo 
propone que se inserta en la membrana vacuolar parasitófora y luego en la 
membrana plasmática del macrófago, permitiendo la salida de amastigotes (Noronha, 
Cruz, Beirao, & Horta, 2000; Noronha, Ramalho-Pinto, & Horta, 1994; Noronha, 
Ramalho-Pinto, & Horta, 1996); sin embargo no hay evidencia experimental de esta 
actividad en las membranas propuestas. A pesar de que se conoce la actividad e 
identidad de la leishporina en cuestión, no se ha mostrado su acción y localización 
durante el proceso de salida de Leishmania del macrófago.  Otros grupos proponen 
que la salida de Leishmania es simplemente debida a la presión ejercida por el alto 
número de amastigotes tras la replicación, lo cual causaría ruptura mecánica del 
macrófago (Handman & Bullen, 2002).  
 
En Trypanosoma cruzi, un flagelado eucariota filogenéticamente relacionado con 
Leishmania y que habita libre en citoplasma de macrófagos y células musculares se ha 
descrito una PFP que se denomina TcTOX, con actividad hemolítica y activa a pH 5,5; 
cuando se interrumpe la acidificación del fagosoma, T. cruzi no es capaz de lisar la 
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vacuola parasitófora y alcanzar el citoplasma (Ley, Robbins, Nussenzweig, & 
Andrews, 1990), indicando una actividad fuertemente dependiente de pH.  
La salida de Toxoplasma gondii de su célula hospedera se ha relacionado con los 
mecanismos de salida de Plasmodium por pertenecer al mismo filo, pese a que las 
células que invaden son considerablemente distintas, pues T. gondii infecta cualquier 
tipo de célula nucleada en mamíferos, que además tienen tráfico vesicular activo 
(Black & Boothroyd, 2000). En T. gondii se encontró que la salida es dependiente de 
temperatura y de un incremento de calcio, lo cual se prueba con la salida inducida 
por el uso del ionóforo de calcio A23187 (Pingret et al., 1996; Caldas, de, & Attias, 
2007). Adicionalmente, se ha encontrado que el uso de detergentes, DTT o 
microinyección de CaCl2 también pueden inducir salida, al igual que el uso de 
fármacos como nigericina que inducen salida de potasio del citoplasma hacia el 
exterior (Fruth & Arrizabalaga, 2007).  
 
En T. gondii también se ha descrito TgPLP1, una perforina con un dominio que 
permite la formación de poros en membranas que contienen colesterol. Los parásitos 
carentes de TgPLP1 (knock out) permanecen atrapados en la vacuola y al interior de 
la membrana de la célula hospedera, por lo que se concluye que esta proteína es 
necesaria para la salida del parásito. En Plasmodium sp. también se han descrito PLP 
que son importantes en el estadio de vida en el mosquito, pero no se conoce a 
profundidad su modo de acción (Kafsack et al., 2009).   
1.3.1.1 Procesos de inducción de muerte celular  
Existen otros mecanismos asociados a salida de parásitos intracelulares en los que se 
induce muerte de la célula hospedera. Estos comparten características generales con 
los procesos de muerte celular programada y de necrosis. En la muerte celular 
programada o apoptosis clásica descrita para mamíferos, se reporta permeabilización 
de la mitocondria, translocación de lípidos de la hemicapa interna a la externa en la 
membrana plasmática que se pueden marcar con anexina V, salida de calcio de 
depósitos intracelulares y expresión de numerosas proteínas como p53, caspasas, 
TNF, TLR, ROS, lo cual resulta en digestión de las proteínas del citoesqueleto, 
fragmentación del material genético y finalmente vesiculación de la célula; las 
vesículas serán fagocitadas por macrófagos.  
 
La necrosis es muerte celular abrupta debido a daños celulares por agentes químicos 
o físicos y usualmente desencadena la explosión de la célula generando así en 
mamíferos una respuesta inmunitaria inflamatoria (Kindt, Osborne, & Goldsby, 
2006). Muchas veces la célula hospedera entra en apoptosis para controlar la 
expansión del patógeno y posteriormente los fragmentos y vesículas son fagocitados 
por macrófagos, induciendo secreción de TNFα para reclutar otras células del sistema 
inmune. Algunas especies de patógenos han desarrollado mecanismos para evitar 
apoptosis en la célula hospedera y así evitar su propia muerte, mientras otros han 
desarrollado mecanismos para inducir la muerte celular y aprovechar la vesiculación 
para salir envueltos en la membrana plasmática de la célula hospedera, no provocar 
respuesta inmune y ser fagocitados más fácilmente. 
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Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es una bacteria que invade macrófagos alveolares y 
evita la maduración del fagosoma temprano a fagolisosoma. Las cepas más virulentas 
de Mtb evitan apoptosis de macrófagos bloqueando la vía inducida por TNF cuando 
se activan. Cuando el número de bacterias dentro del macrófago supera 20, la célula 
entra en una muerte programada que inicialmente se parece a apoptosis en que hay 
condensación del material genético y células positivas para anexina V, pero finaliza 
como necrosis en la que la membrana es destruida de forma desorganizada, no 
vesicular. No se presentan las vías clásicas de apoptosis, como p53, caspasas, TNF, 
TLR, ROS, etc. Cuando la célula entra en necrosis, los bacilos salen tras la explosión de 
la célula (Lee, Hartman, & Kornfeld, 2009). 
 
Muchas bacterias patógenas intracelulares inducen procesos de muerte celular 
programada en su célula hospedera que comparten características de apoptosis y 
necrosis. Shigella flexneri codifica proteínas que tienen dominios de reclutamiento de 
caspasas y activan la vía caspasas-1. Este mecanismo también es usado por 
Salmonella con el complejo SPI-1 (Salmonella pathogenicity island). Legionella 
neumofila usa monómeros de flagelina que libera al citoplasma para inducir la 
apoptosis. Mecanismos parecidos se han visto en Listeria monocytogenes, Chlamydia, 
Francicella tularensis  (Hybiske & Stephens, 2008) y Ehrlichia chafeensis (Thomas, 
Popov, & Walker, 2010).   
 
1.3.2 Procesos no líticos 
Los procesos no líticos han sido recientemente descritos para algunos parásitos 
intracelulares, pues se ha visto que la salida no siempre es producto de efecto 
mecánico por la alta replicación del parásito, lisis enzimática o procesos de muerte 
celular inducida sino que pueden llegar a ser procesos controlados que dañen en 
menor medida a la célula hospedera o causen menor respuesta inmune que un 
proceso explosivo.  
 
Parásitos como Orientia tsutsugamuchi y Chlamydia sp, que habitan en el citoplasma 
de sus células hospederas, salen por protrusión basada en actina (actin based 
protrusion). Estas bacterias expresan en su superficie proteínas de unión a actina de 
la célula hospedera y usan el citoesqueleto como riel para moverse en el citoplasma; 
al llegar a la membrana plasmática de la célula, la empujan para salir envueltas en 
esta, minimizando la respuesta inmune al no exponer sus antígenos a otras células y 
son fagocitadas por otras células vecinas.  En el caso de O. tsutsugamushi se ha 
observado que cada bacteria que sale queda envuelta por membrana plasmática del 
hospedero y es fagocitado por otros macrófagos. El macrófago del cual salieron no es 
vesiculado y aparentemente permanece viable para nuevas infecciones (Hybiske & 
Stephens, 2008). 
 
La bacteria Ehrlichia chafeensis parasita células mononucleares. Se plantea que su 
salida implica la inducción de filopodios en los monocitos que en condiciones 
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normales no los tienen, y dentro del filopodio está la bacteria que será fagocitada sin 
necesidad de salir al medio extracelular, evadiendo así la respuesta inmune del 
hospedero. También se encontró que tras 60h de invasión presentan salida por lisis, 
pero no hay pérdida significativa de citoplasma. No se sabe si usa los dos métodos 
conjugados, protrusión de un filopodio y ruptura del mismo (Thomas et al., 2010).  
 
Criptococcus neoformans es una levadura que parasita macrófagos, habita dentro de 
una vacuola, se replica y posteriormente sale por exocitosis, dejando viable al 
macrófago que ha parasitado, el cual puede formar seudópodos y se sigue replicando, 
indistintamente si está o no activado. Al usar perlas de látex no se observó esta 
exocitosis y al usar Criptococcus sin cápsula se observaron menos eventos de 
exocitosis que en células con cápsula. Con el uso de citocalasina D se aumenta la 
extrusión. Se concluye que esta exocitosis depende de la inhibición de polimerización 
de actina y de antígenos de la cápsula del hongo (Alvarez & Casadevall, 2006). 
Mantener la célula viable es posiblemente un mecanismo del parásito para evitar 
respuesta inmune (Hybiske & Stephens, 2008) que aumentaría la disponibilidad de 
células hospederas para invasiones posteriores. 
 
Chlamydia trachomatis  puede usar más de un mecanismo de salida, uno lítico y uno 
no lítico similar a exocitosis, evidenciado por observaciones de microscopía (Todd & 
Caldwell, 1985). Para Chlamydia esto ayudaría a evadir inflamación local y al ser 
fagocitada por macrófagos también favorecería su dispersión, sin destruir a la célula 
hospedera de la cual salió. Este proceso controlado es más lento que el de lisis (3h vs 
30 min, respectivamente), en ocasiones dejando parte de la vacuola dentro de la 
célula hospedera, es dependiente de polimerización de actina y de actividad de 
miosina II y Rho GTPasas. Los parásitos salen rodeados de membrana del hospedero 
y membrana de la vacuola, las cuales posiblemente son lisadas por fosfolipasas 
cuando ingresan a otros macrófagos (Hybiske & Stephens, 2008). 
 
Pese a las evidencias de proteínas líticas que podrían relacionarse con salida de 
Leishmania, observaciones por microscopía de macrófagos infectados han mostrado 
que no se da una ruptura de su membrana después de la acumulación en su periferia 
de amastigotes liberados, sugiriéndose la posibilidad de que el parásito podría 
reclutar la maquinaria exocítica del macrófago como estrategia para salir de este y 
reiniciar la infección (Rittig & Bogdan, 2000; Rittig et al., 1998; Quintana Varón, 
2010). 
1.4 Salida de Plasmodium del eritrocito 
Los mecanismos propuestos para la salida han sido revisados por Lew (Lew, 2005; 
Lew, 2001) y Rayner (Rayner, 2006).  Durante mucho tiempo fue aceptada la idea de 
que este es liberado del eritrocito por ruptura de la membrana debida a la presión 
ejercida por el alto número de parásitos. Sin embargo, al refinarse los métodos de 
estudio, actualmente se postulan lisis debida a proteasas o cambios osmóticos y 
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mecanismos no líticos, en el que posiblemente se liberan los parásitos luego de fusión 
de membranas o extrusión. 
1.4.1 Lisis de la membrana del eritrocito: 
Este modelo plantea que parásito expresa proteasas que desestabilizan la membrana 
del eritrocito o proteínas asociadas a esta, induciendo lisis de la membrana del 
eritrocito, liberando por la fuerza elástica generada a los merozoitos para nuevas 
reinvasiones; los ensayos que apoyan este modelo se han realizado marcando las 
membranas del eritrocito y las inducidas por el parásito con sondas fluorescentes 
para posteriores observaciones con microscopía de luz y epi-fluorescencia 
(Glushakova, Yin, Li, & Zimmerberg, 2005; Glushakova, Mazar, Hohmann-Marriott, 
Hama, & Zimmerberg, 2009; Glushakova, Yin, Gartner, & Zimmerberg, 2007). Algunos 
ensayos que relacionan la salida del parásito con proteasas se han hecho sometiendo 
eritrocitos parasitados a inhibidores de proteasas de cisteína y observan que hay 
grupos de merozoitos rodeados por membrana de la vacuola parasitófora o por 
membrana del eritrocito. En muchos de estos ensayos después de retirar el 
tratamiento con inhibidores, los merozoitos siguen viables e invaden eritrocitos 
nuevamente (Salmon, Oksman, & Goldberg, 2001; Glushakova et al., 2009).  
 
También se han usado otros inhibidores de proteasas como quimostatina, leupeptina, 
antipaina y pepstatina, que reducen la salida de merozoitos del eritrocito. (Wickham, 
Culvenor, & Cowman, 2003; Soni et al., 2005). DPAP3, PfSUB1, falcipaina y algunas 
proteasas de cisteína en P. falciparum se proponen como proteasas relacionadas en la 
ruptura, evaluando principalmente la presencia y actividad de las mismas en lisados 
celulares (Arastu-Kapur et al., 2008; Rosenthal, 2004). 
1.4.2 Fusión de la membrana vacuolar parasitófora y la membrana 
plasmática: 
Este mecanismo propone que la membrana vacuolar parasitófora se aproxima a la 
membrana plasmática del eritrocito, logrando fusión de estas para permitir la salida 
de merozoitos y dejando un cuerpo membranal compuesto de membrana del 
eritrocito y proteínas del parásito que puede ser separado del sobrenadante del 
cultivo y que aumenta en número proporcionalmente a la liberación de merozoitos 
para la reinfección del cultivo  (Clavijo, Mora, & Winograd, 1998; Winograd, Clavijo, 
Bustamante, & Jaramillo, 1999).  Los mecanismos moleculares de este proceso aún no 
se han descrito. 
 
Las proteínas SNARE son proteínas membranales que facilitan fusión de vesículas 
con el lado interno de las membranas en organismos eucariota como parte del 
proceso de tráfico vesicular, por tanto podrían ser candidatos para ser mediadores de 
fusión de las membranas vacuolar parasitófora y plasmática del eritrocito, además de 
cumplir el papel de mediadoras de fusión en procesos de transporte vesicular del 
parásito. Igualmente pueden existir proteínas relacionadas con tráfico vesicular que 
del mismo modo puedan estar mediando la orientación y señalización necesarias 
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para la aproximación de las membranas y su posterior fusión que a continuación 
serán referidas. 
1.5 Proteínas relacionadas con fusión de membranas 
En células eucariotas se han descrito numerosos procesos asociados con fusión de 
membranas, muchos de ellos relacionados con tráfico vesicular, otros con formación 
de sincitios, fusión inducida por virus y otros procesos. El proceso de exocitosis se 
enmarca dentro del tráfico vesicular que es llevado a cabo por células eucariota, y 
consiste en la liberación del contenido de vesículas internas hacia el exterior cuando 
se fusionan con la membrana plasmática, ya sea para liberar enzimas, 
neurotransmisores, hormonas, citoquinas o para ubicar en la membrana proteínas 
integrales que han sido sintetizadas y glicosiladas en membranas internas. Las 
vesículas formadas en el interior celular requieren de proteínas que facilitan la 
curvatura de la membrana y direccionamiento de las mismas, como COPI, COPII, 
clatrina, proteínas de anclaje transmembranales, entre otras (Bonifacino & Glick, 
2004).  
 
Las proteínas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 
receptor) se han propuesto como las encargadas de proveer la fuerza y especificidad 
en la fusión de membranas intracelulares con la membrana plasmática. La mayoría de 
estas proteínas tienen un solo dominio transmembranal en el extremo C-terminal, y 
los dominios funcionales que interactúan con otras proteínas para llevar a cabo la 
fusión de membranas se encuentran antes del N-terminal, en el lado citosólico de la 
membrana. Cada monómero tiene varios “motivos SNARE” de 60-70 aminoácidos con 
algunas excepciones (Jahn & Scheller, 2006; Bonifacino & Glick, 2004). La fusión de 
vesículas es un proceso energéticamente desfavorable que no se lleva a cabo 
espontáneamente; las SNAREs en estado monomérico no tienen estructura terciaria 
definida, pero cuando se requiere de fusión de membranas, interactúan formando 
hélices trans y esta unión proveería la energía libre necesaria para el acercamiento de 
las bicapas lipídicas que se fusionarán, además de asegurar especificidad (Hu, 
Hardee, & Minnear, 2007; Parlati et al., 2002; Bonifacino & Glick, 2004; Chang et al., 
2009)) 
1.5.1 SNAREs de Plasmodium y su relación con tráfico vesicular 
Al secuenciar el genoma de Plasmodium se describieron varios marcos de lectura 
abiertos (Open Reading Frames) con secuencias homólogas a dominios SNAREs, cuya 
expresión se verificó por RT-PCR y la localización de algunas proteínas fue evaluada 
mediante ensayos con proteínas recombinantes con GFP (Ayong, Pagnotti, Tobon, & 
Chakrabarti, 2007).  
 
Se conoce la presencia de proteínas con alta identidad a NSFs, que se denominaron 
PfNSF para el parásito. Esta proteína tiene actividad ATPasa (Hayashi et al., 2001) y 
está relacionada con vesículas intracelulares del parásito, o que se exportan a 
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citoplasma y membrana del eritrocito. Hasta el momento no se ha evidenciado 
transporte desde el eritrocito hacia P. falciparum en eritrocitos infectados (Cooke, 
Lingelbach, Bannister, & Tilley, 2004), aunque es necesario la importación de algunas 
sustancias para el desarrollo del mismo. 
 
1.6 Antecedentes del grupo 
En el grupo de biofísica y biología de membranas se ha trabajado sobre la interacción 
del parásito y el hospedero, principalmente en el modelo Leishmania-Macrófago, 
estudiando el comportamiento de las membranas y el cambio de las mismas debido a 
la infección. Leishmania es un parásito que habita al interior de una vacuola 
parasitófora en macrófagos, y la duración del ciclo intracelular es de 72 horas, en las 
cuales la forma flagelada o promastigote ingresa al macrófago, al interior del 
macrófago este se convierte en amastigote, que es la forma aflagelada del parásito, se 
replica y después de 72 horas de infección, los parásitos aflagelados salen del 
macrófago y son fagocitados por macrófagos cercanos. Al realizar registros de 
electrofisiología en macrófagos infectados encuentran que hay aumentos de 
capacitancia de la membrana, los cuales presentan picos máximos a las 72 horas 
postinfección (hpi) y presentan una caída a las 96 hpi, lo cual podría representar que 
a las 72 horas se presenta un proceso de fusión de membranas (posiblemente la de la 
vacuola parasitófora y la membrana plasmática) que se observa como aumento en el 
área de la misma (Quintana et al., 2010). Al detallar el ciclo infectivo se observó que a 
las 72 horas aumenta el área de la membrana (interpretado como salida del parásito 
y fusión de membranas, posiblemente la de la vacuola parasitófora y la membrana 
plasmática), luego a las 76 horas se observa un descenso (interpretado como 
fagocitosis de amastigotes por los macrófagos, por lo que el área disminuye 
equivalentemente al área de membrana fagocitada) y luego a las 96 horas se alcanzan 
valores similares al de las 72 horas (porque no es necesaria la transformación de 
promastigote a amastigote y por ello se alcanzan valores de tamaños de vacuola y 
tráfico muy parecidos a los de 72 horas) (Díaz Díaz, 2002; Forero et al., 1999)León, 
2005; León et al., 2005; Quintana et al., 2010). Al usar inhibidores de proteasas como 
leupeptina  y promotores de fusión de fagosomas como PMA, se observa que la salida 
de los parásitos del macrófago puede estar relacionada con fusión de membranas 
(Díaz Díaz, 2002).  
 
Tras estos experimentos, se realizaron ensayos de escape citoplasmático, marcaje con 
sondas de membrana para determinar el comportamiento del citoplasma y la 
membrana después de las 72 hpi, cuando se presume que salen los amastigotes del 
macrófago. Se encontró mediante observaciones de microscopía que el parásito sale 
del macrófago en un proceso lento y que no pierde la totalidad de su citoplasma, pero 
al realizar mediciones enzimáticas se observó que hay una cantidad grande de 
citoplasma en el medio extracelular, por lo que se presume que el proceso podría ser 
dual como el descrito para Chlamydia (Quintana Varón, 2010).  
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Como se describió en estado del arte, para Plasmodium se propuso que el proceso de 
salida también podría implicar fusión de membranas, pero no se describieron 
mecanismos moleculares ni otras pruebas confirmatorias de este proceso. En otros 
trabajos realizados por Winograd se observa que tras el momento de la salida hay 
una redistribución de sondas de membrana (Bustamante Rodríguez, 1997; Mora 
Torres, 1994) y usando microscopía electrónica de transmisión se observó que las 
membranas resultantes tras la salida contienen parte de proteínas del eritrocito y 
parte del parásito (Robles Cruz, 2000; Cortes, Caldas, & Rahirant, 2010). 
Adicionalmente se estudio el efecto de inhibidores de proteasas en la salida del 
parásito y encontraron que la mayoría de estos inhibidores bloqueaban la salida pero 
también eran tóxicos para el parásito.  
 
Dado que el proceso de salida propuesto en el grupo para Leishmania comparte 
algunas características con el descrito para Plasmodium por Winograd y 
colaboradores, se planteó en un proyecto estudiar las vacuolas y el proceso de salida 
de estos dos parásitos, usando metodologías parecidas para ambos parásitos  y 
adicionalmente en este trabajo se evalúan posibles proteínas que puedan intervenir 
en procesos fusogénicos de Plasmodium como se describió arriba.  
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2 Objetivos 
2.1 Objetivo general 
Evaluar los mecanismos de salida del parásito Plasmodium falciparum del eritrocito 
infectado. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 Estandarizar un modelo de seguimiento de Plasmodium falciparum y 
determinar tiempo de salida del parásito 
 Marcar membrana y citoplasma de eritrocitos infectados con sondas 
fluorescentes y observar el comportamiento de los mismos durante el proceso 
de salida del parásito. 
 Determinar liberación de hemoglobina o sus metabolitos o deshidrogenasa 
láctica en los diferentes estadios del ciclo de vida intraeritrocítico. 
 Realizar una búsqueda bioinformática en el genoma de Plasmodium de 
proteínas implicadas en procesos de fusión de otros eucariontes y verificar 
expresión en diferentes estadios de una de estas.  
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3 Diseño metodológico 
3.1 Cultivo celular 
Se utilizaron parásitos de la especie P. falciparum, cepa FCB-2. La cepa FCB-2 es una 
cepa aislada proveniente de un paciente latinoamericano, resistente a tratamiento 
con cloroquina. Se utilizó esta cepa por disponibilidad de la misma y su amplio uso en 
ensayos en Colombia. Los parásitos se mantuvieron en cultivo de acuerdo a la 
metodología de Trager y Jensen (Trager & Jensen, 1976). Brevemente, se cultivaron 
parásitos en estadio intraeritrocítico en medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con 
10% de suero humano (Hemocentro Distrital de Bogotá). Se utilizan eritrocitos de no 
más de 20 días de extracción de donantes sanos, teniendo en cuenta las leyes y 
regulaciones de ética sobre trabajo con material biológico de seres humanos. La caja 
de cultivo se gasificó con una mezcla de 90%N2, 5%CO2 y 5%O2 o se colocó en 
incubadora 5%CO2, en ambos casos a 35-36°C. El cultivo se mantuvo a 2% 
hematocrito y cada 4 días se agregaron eritrocitos no infectados al cultivo.  
3.2 Sincronización con sorbitol 
La sincronización de los parásitos es un proceso que permite tener a la mayoría de 
los parásitos de un cultivo en el mismo estadio y poder así evaluar la salida 
sincrónica de una población que se encuentre mayoritariamente en este proceso. Los 
parásitos se sincronizaron con sorbitol al 5%, que induce lisis por aumento de la 
osmolaridad en el citoplasma celular de los estadios maduros (esquizontes), dejando 
vivos los estadios jóvenes (principalmente anillos). La sincronización se realizó de 
acuerdo al protocolo 1, anexo A, para ensayos donde se indique.  
3.3 Determinación del periodo de salida del parásito 
La salida del parásito P. falciparum del eritrocito se presenta aproximadamente 48 h 
después de la invasión, aunque este rango varía hasta 4 h entre cepas y depende de 
otras condiciones como temperatura y composición del medio. La determinación del 
periodo de salida in vitro permite saber el momento de salida después de sincronizar 
y una reducción en la ventana temporal de trabajo a 2-6 horas para minimizar los 
daños a las células por el cambio de condiciones de temperatura, osmolaridad, 
concentración de gases, entre otros. 
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Se cultivaron y sincronizaron los parásitos con sorbitol dos veces consecutivas con el 
fin de tener parásitos altamente sincrónicos (máximo 6 horas de diferencia entre sus 
ciclos celulares). Se observaron dos cultivos independientes: uno tomando muestras 
cada 12 h entre las 0 y las 96 h post-sincronización (hps) y determinando la cantidad 
eritrocitos infectados, discriminando el estado de desarrollo del parásito; a partir de 
este cultivo se determinó un rango de 12 h en el cual la mayoría de los parásitos (más 
del 90%) pasan de estadio esquizonte a anillo, rango en el cual se presupone ocurre 
la salida de los merozoitos del esquizonte para invadir nuevos eritrocitos. 
Posteriormente se realizó un segundo ensayo, tomando muestras cada 2 h dentro del 
rango de 12 h recién determinado, para encontrar una ventana de tiempo de salida 
más fina. Los conteos celulares y la determinación de estadios se realizaron con 
extendidos en láminas y se tiñeron con Giemsa. Se siguieron 3 cultivos por cada 
ensayo.  
 
Una vez establecido el rango de salida, se realizaron seguimientos al cultivo 
diariamente para determinar si el rango de salida es extrapolable en horas 
posteriores a 96h. 
 
3.4 Marcaje de membrana con FM4-64 
Con el fin de observar la integridad de las membranas del eritrocito y el parásito 
durante el periodo de salida, estas se marcaron con la sonda fluorescente lipofílica 
FM4-64 (Invitrogen, excitación/emisión máxima ~515/640 nm), a concentración 
final 5-16μM. Los detalles teóricos y protocolos se muestran en el anexo A, protocolo 
3. La observación en microscopio de fluorescencia permite hacer un seguimiento de 
las membranas y así determinar si la salida del parásito causa rompimiento y 
vesiculación o bien si la membrana no sufre mayores daños debido a la salida de los 
parásitos.  
 
La observación de la salida fue realizada con cultivos de parásitos sincronizados 6 a 
10 días antes (146 a 238  2 hps); estos se observaron durante 1 a 2 horas dentro de 
los rangos de salida establecidos anteriormente, usando FM4-64 disponible en el 
medio, tomando fotografías cada 2±1 minutos. Los ensayos se realizaron con 
temperatura controlada, usando una placa de aluminio acoplada a un sistema de 
calentamiento HC-1P Heater assembly, conectado a un controlador de temperatura 
(mTC micro-Temperature Controller).  
 
3.5 Tinción citoplasmática usando calceína o CFDA-SE y 
medición en sobrenadantes 
La salida de parásitos intracelulares implica en muchas ocasiones la liberación de 
contenido citoplasmático de la célula hospedera. El contenido citoplasmático liberado 
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puede ser detectado de diferentes maneras, entre ellas, incubar las células con 
moléculas hidrofílicas que ingresen al citoplasma antes de la salida del parásito y 
luego medir la presencia de estas moléculas en el medio extracelular (sobrenadantes) 
de los cultivos. Las células infectadas o no infectadas fueron incubadas con las sondas 
citoplasmáticas fluorescentes calceína-am (Invitrogen) a 16μM, diluida en medio 
RPMI e incubada por 20-40 min a 37°C, o bien CFDA-SE (Invitrogen) 10µM en PBS 
durante 15-25 minutos a 37°C; excitación/emisión máxima 495/515 nm para ambas. 
Tras incubar con la sonda se observó su distribución en eritrocitos infectados y no 
infectados usando microscopía de fluorescencia. 
 
La liberación de la sonda en el periodo de salida del parásito se midió usando 
fluorometría. Con el fin de establecer una relación entre la fluorescencia registrada y 
la cantidad de citoplasma liberado debido a salida del parásito, se incubaron 
eritrocitos no infectados con calceína o CFDA-SE como se indicó arriba. Se lisaron con 
saponina 0,05% y de estos lisados se sirvieron entre 0% y 1% v/v en 100 µL de 
medio RPMI, simulando así una lisis de un total de 0 a 10% de eritrocitos en un 
cultivo al 0,1% de hematocrito. Se utilizó este porcentaje de hematocrito debido a 
que la fluorometría es una técnica muy sensible y el sistema de medición se puede 
sobresaturar si se utilizan cantidades mayores de células.  
 
Simultáneamente, se realizaron los ensayos con eritrocitos infectados incubados con 
calceína o CFDA-SE. Se sirvieron eritrocitos infectados a 0,1% htco (esquizontes al 
3% de parasitemia, 86 hps) en cajas de 24 pozos y se tomaron 100 µL de 
sobrenadantes a diferentes tiempos durante el periodo de salida para medir en 
fluorómetro.  Se usaron como control de liberación eritrocitos no infectados, de 
manera que se puede estimar indirectamente la cantidad de citoplasma liberado 
debido a salida al realizar comparaciones con la fluorescencia registrada en 
sobrenadantes de cultivo marcado lisados con detergente. Antes de servir los 
eritrocitos infectados y no infectados fueron contados con Coulter ® para servir las 
mismas cantidades de ambos. Los detalles metodológicos y técnicos de las sondas se 
detallan en los protocolos 4 y 5 del anexo A.  
 
Se utilizó el fármaco probenecid (Sigma), un inhibidor de transportadores aniónicos y 
algunos transportadores ABC, disuelto en el medio y presente durante los ensayos 
para inhibir la liberación basal de las sondas citoplasmáticas, debido a que estas son 
liberadas mayoritariamente por eritrocitos no infectados y producen ruido al medir a 
los infectados. Así se obtienen valores de fluorescencia debidos solo a la salida del 
eritrocito por ruptura de la membrana. A partir de una solución concentrada de 
probenecid 200 mM disuelta en NaOH 1 M se prepararon soluciones de 0 mM a 6 mM 
de probenecid en medio RPMI sin suero.  
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3.6 Medición de LDH en sobrenadantes de cultivo 
Otra aproximación para la medición de contenido citoplasmático liberado se puede 
realizar con proteínas, iones u otras moléculas propias del citoplasma de la célula 
hospedera. Se realizaron mediciones de liberación citoplasmática utilizando la 
enzima LDH (Lactato deshidrogenasa) en suspensión usando  un kit colorimétrico de 
detección (Cytotoxicity Detection Kit - LDH (Roche)), de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, LDH cataliza la conversión de lactato 
en piruvato, produciendo NADH+H, el cual transfiere los electrones a la sal de 
tetrazolium y origina formazán, un compuesto coloreado que absorbe a 490 nm. La 
densidad óptica a esta longitud de onda (DO490) constituye entonces un indicador de 
la actividad de la enzima. El diseño y el montaje se describen en el protocolo 7 del 
anexo A.  
 
Inicialmente se realizó una curva de calibración del kit, utilizando diferentes 
cantidades de eritrocitos lisados en un volumen de 100 µL de RPMI. Un segundo 
ensayo se realizó incubando eritrocitos infectados y no infectados, con 
concentraciones de 0%, 1% y 10% de suero humano para evaluar la absorbancia con 
estas cantidades y determinar cuál es la concentración óptima de suero para los 
ensayos. Por último, se realizó un ensayo con sobrenadantes de células infectadas en 
cajas de 24 pozos, entre las 40 y 53 horas postsincronización, al 2% htco, rango en el 
cual se determinó que los parásitos salen, usando como patrón de liberación basal 
sobrenadante de eritrocitos no infectados y comparando con la curva de calibración 
del kit hecha inicialmente. Se procesaron 100µL de sobrenadantes en cajas de 96 
pozos y la lectura de las absorbancias se realizó con un lector de microplatos a 
490nm.  
3.7 Ensayos de biología molecular  
3.7.1 Búsqueda en bases de datos y diseño de primers 
Se realizó una búsqueda básica en las bases de datos de secuencias genómicas NCBI y 
PlasmoDB (EuPathDB) con la palabra clave SNARE. Se escogieron los que tenían alta 
expresión en el estado esquizonte respecto al estado anillo, de acuerdo a los perfiles 
de expresión mostrados en PlasmoDB, ya que es en esta etapa final del ciclo en la cual 
se presenta la salida. De los genes que cumplían con este criterio se seleccionaron 
SNAP23 y PfYKT6.2, para los cuales se diseñaron cebadores para amplificar 
fragmentos cortos de 158 y 192 pb contra estas secuencias. 
3.7.2 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 
Se utilizó el reactivo TRIzol (Invitrogen), se procedió con las recomendaciones del 
fabricante. Brevemente, se homogeniza la muestra en trizol, se agrega cloroformo 
para obtener ARN enriquecido y se descarta la fracción orgánica con proteínas y 
lípidos, posteriormente se precipita con isopropanol y se lava con etanol. Para la 
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síntesis de ADNc se usó la enzima retrotranscriptasa Superscript II (Invitrogen) 
usando primer de poliT para obtener ARN mensajero total, de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante.  
3.7.3 PCR 
Usando el ADNc obtenido a partir de ARN mensajero de P. falciparum, se procedió a 
hacer PCR, usando la enzima Taq polimerasa recombinante (Invitrogen) con los 
cebadores diseñados. Las secuencias de los cebadores se indican en la tabla 3-1. 
 
Tabla 3-1. Primers diseñados contra SNAREs del parásito P. falciparum  
Gen Número de acceso Secuencia cebador Longitud del 
amplicón 
PfYKT 6.2 NC_004331.2 
(843840..845312) 
CAAAACCCTTCAGAGGCTGAT     (fw) 158 
PfYKT 6.2 TGGTAGGAGGAATTGGAAAGG    (rw) 
SNAP23 NC_004331 
(1035101..1035838) 
ACAATATCAGACAGAACAA          (fw) 192 
SNAP23 TTTAGCATTATTTACGACAG        (rw) 
 
Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen final de 15 µL conteniendo MgCl2 
1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, cebador 0.5 M cada uno, Taq polimerasa 1.2 U y ADNc 2-5 
µL/reacción. Se usó para PfYKT 6.2 un programa de 34 ciclos a 95°C (40s), 54.6°C 
(30s), 72°C (30s) y para SNAP23 un programa de 34 ciclos a 95°C (40s), 55°C (30s), 
72°C (50s) en un termociclador MyCycler (BioRad). 
3.8 Análisis estadísticos 
Usando los programas Microsoft Excel y Centurion XVI.I se realizaron pruebas de 
normalidad, igualdad de varianzas y aleatoridad para posteriormente realizar 
pruebas de Tukey y determinar diferencias estadísticas con un nivel de significancia 
de 5%, entre eritrocitos infectados y no infectados en los ensayos de liberación 
citoplasmática (fluorometría y colorimetría), o bien para determinar diferencias 
entre la liberación de CFDA-SE en presencia o ausencia de probenecid.   
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4 Resultados 
4.1 Plasmodium sale del eritrocito entre 40 y 50 horas 
postsincronización 
Usando la metodología descrita anteriormente se determinaron los periodos de 
tiempo después de la sincronización en los que la mayor parte de merozoitos de 
parásitos maduros salen del eritrocito para infectar células sanas. En la Figura 4-1 se 
observan detalles de extendidos teñidos con Giemsa donde se distinguen los tres 
estadios morfológicos principales del parásito.  
 
Figura 4-1: Extendido de un cultivo infectado con tinción de Giemsa.  
En la izquierda abajo se observa un anillo (A), el estadio más joven que aparece de 0 a cerca 
de 10 h post-invasión, en el centro arriba se muestra un trofozoito (T), que es el estadio en el 
cual el parásito aumenta de tamaño y se alimenta de proteínas del eritrocito y a la derecha, 
abajo se observa un parásito maduro o esquizonte (E) y en su interior cada uno de los 
merozoitos que saldrán a invadir eritrocitos sanos. Cerca del anillo se muestra un eritrocito 
no infectado (N). Aumento x1000.  
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Teóricamente, el ciclo intraeritrocítico de P. falciparum en condiciones fisiológicas en 
el ser humano, tiene una duración de 48 horas con variaciones de hasta 4 horas entre 
cepas, pero in vitro el comportamiento depende de las condiciones a las cuales se 
sometan los parásitos. En este ensayo se busca determinar la duración del ciclo y el 
momento de salida in vitro bajo las condiciones de cultivo utilizadas. Los porcentajes 
de parasitemia para 0 a 96 hps se presentan en la Figura 4-2, en la que se puede 
observar que los anillos a lo largo de 96 horas tienen dos picos de aumento de la 
población que son precedidos por disminución de esquizontes, lo que podría estar 
indicando que en estos períodos se está dando la salida de los parásitos del eritrocito. 
Estos dos picos se dan entre 36 y 48 hps y 86 y 96 hps.  
 
Figura 4-2: Curva de presencia de estadios, cada 12 horas. 
En la curva se representan los porcentajes de eritrocitos infectados con los 3 estadios 
morfológicos presentes en cultivo cada 12 horas durante 96 horas después de sincronizar 





















Con los dos periodos de salida obtenidos, se procedió a realizar una curva tomando 
muestra cada dos horas, buscando reducir la ventana temporal a aproximadamente 6 
horas, para minimizar el estrés al que se sometería a células infectadas y parásitos en 
ensayos posteriores. En la Figura 4-3 se muestra la curva obtenida. Esta curva se hizo 
entre 85 y 96 horas dado que es el segundo pico de aparición de anillos que muestra 
la primera curva, pero podría haber sido hecha en cualquiera de los dos picos, incluso 
se pudo extrapolar a otros horarios teniendo en cuenta que estos picos se presentan 
cada 48 horas.   
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Figura 4-3. Curva de presencia de estadios, cada 2 horas.  
Se realizó esta curva tomando tiempos entre 85 y 96 horas después de sincronizar a los 
parásitos, y se muestra que en este periodo la población de parásitos maduros () 
disminuye mientras la población de anillos () aumenta simultáneamente. Particularmente 
se observa que entre 86,5 y 92,5 horas se da la mayor disminución de maduros. Se muestra el 
promedio y la desviación estándar de 3 muestras. No se consideraron trofozoitos por 




A partir de los datos obtenidos y del mantenimiento de cultivo se puede concluir que 
la salida de los parásitos inicia a las 38 horas después de sincronizar y se presenta 
cada 48 horas, tomando 4 a 6 horas para que más del 80% de los esquizontes 
disminuyan su número, lo cual implica que  en este rango, los merozoitos salen e 
invaden eritrocitos no infectados. Este periodo de 4 a 6 horas es el que se utilizó para 
realizar las mediciones y los ensayos de salida posteriores, tomando como hora 
inicial de los ensayos de salida 36 + 48n hps donde n es el número de días después de 
la sincronización, entre 0 y 12.  
4.2 FM4-64 marca membrana plasmática del eritrocito y 
membranas inducidas por el parásito 
El marcaje de membranas con la sonda FM4-64 revela permite la visualización del 
proceso de salida además de la distribución y morfología de las membranas durante 
este proceso. Al usar la sonda incubada y lavada, no se lograban observaciones de 
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calidad debido al fotoblanqueamiento de la sonda. Posteriormente se observó que el 
marcaje era más evidente con la sonda presente en el medio mientras se realizaban 
las observaciones por microscopía, por esto se optó por dejar la sonda durante el 
ensayo.  
 
Tras 20 a 40 minutos de incubación a 37ºC, la sonda FM4-64 es internalizada por 
eritrocitos parasitados, marcando membranas internas inducidas por el parásito 
(clefts de Maurer/red tubovesicular) y la membrana vacuolar parasitófora (Figura 
4-4), además su presencia constante en el medio permite también la visualización de 
la membrana plasmática durante las horas que se prolongue el ensayo, usualmente 
2h. Los eritrocitos infectados con estadios jóvenes del parásito son de difícil 
reconocimiento con microscopía de luz dado que el pigmento malárico no es tan 
abundante como en los parásitos maduros 
 
Figura 4-4: Detalle del marcaje de membrana con FM4-64  
Se muestran los diferentes estadios morfológicos de P. falciparum en cultivo, incubados con 
la sonda de membrana FM4-64. a) eritrocito no infectado, la concavidad de la membrana 
como un círculo al interior del eritrocito, el cual no debe ser confundido con una vacuola 
parasitófora; PM: Membrana plasmática b) Estadio anillo, se observa la membrana 
plasmática (PM) del eritrocito y la vacuola parasitófora como un círculo pequeño denso; esta 
vacuola no se puede distinguir en la fotografía correspondiente de luz, pudiendo confundirse 
con un eritrocito no infectado. c) estadio trofozoito, se observan las membranas conocidas 
como clefts de Maurer (C) y la vacuola parasitófora (V); igual que en los anillos, no se puede 
distinguir de un eritrocito no infectado en la microscopía de luz; d) estadio esquizonte: la 
vacuola parasitófora se observa densa y de gran tamaño, además en microscopía de luz se 
observa el pigmento malárico (H); este eritrocito tiene dos vacuolas parasitóforas; e) 
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Las observaciones en microscopía durante el rango de tiempo de salida permitieron 
la apreciación de diferentes eventos. Se observó que menos de 10% de los parásitos 
presentes en el campo óptico observado llegaron a salir del eritrocito infectado, 
aunque se observaron merozoitos flotando en el medio durante los ensayos, lo cual 
indicaba que en otros campos no observados estaban ocurriendo eventos de salida. 
En las Figura 4-5, 4-6 y 4-7 se muestran tres secuencias de fotografías en las que se 
observan dos eventos de salida independientes.  
 
Figura 4-5: Evento de salida de merozoítos  
En esta figura se muestra en el fotograma inicial (0 min) un eritrocito infectado (M)  tanto en 
campo claro y en fluorescencia, se observan los merozoitos y el pigmento malárico en luz, 
mas no se aprecian los merozoitos en el marcaje fluorescente; abajo se muestra el fotograma 
final (8 min) y lo que parecen ser los merozoitos (R) libres cerca del pigmento malárico en 
luz, mientras que en fluorescencia se observan los merozoitos con la sonda incorporada en 
sus membranas. Este tipo de evento en el que los merozoitos salen individualmente fue 
observado en 2 experimentos donde se registran momentos pre y post-salida, y se 
observaron más de 20 objetos con morfología parecida, de un total de 12 campos y 445 
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Figura 4-6: Evento de salida de la vacuola del eritrocito.  
En el fotograma inicial (0 min) se observan dos eritrocitos parasitados con estadios maduros 
de P. falciparum; en el fotograma final se observa que uno de los eritrocitos parasitados ha 
extruído la vacuola parasitófora (VP) dejando atrás un cuerpo membranal (PM) que 
corresponde en tamaño aproximadamente a un eritrocito no infectado y que presenta una 
distribución no uniforme de la sonda FM4-64 sobre la membrana, una distribución puntuada 
(en fluorescencia) de la misma forma en la que se concentra en otros eritrocitos (figura 4-4, 
e). Este tipo de evento en el que los merozoitos salen individualmente fue observado en 2 
experimentos donde se registran momentos pre y post-salida, y se observaron 
aproximadamente 8 objetos con morfología parecida, de un total de 12 campos y 445 




En el evento de salida de merozoítos (figura 4-5) no se observa ningún cuerpo 
membranal como el observado en el de salida de vacuola completa, mas no se puede 
establecer si no está presente o si los merozoítos se encuentran apantallando este 
corpúsculo en la fotografía. Se observa que los merozoitos incorporan la sonda en sus 
membranas una vez quedan en contacto con ella, ya que está disponible en el medio. 
La resolución temporal de este ensayo no permite ver el proceso en detalle, solo 
momentos pre-salida y post-salida, indicando que en ambos casos, el proceso de 
salida se presentó en menos de los dos minutos de espera entre fotogramas 
sucesivos.  
 
La figura 4-6 muestra la salida de los merozoitos agrupados en lo que parece ser la 
vacuola parasitófora, pero debido a la dificultad para enfocar tanto la membrana 
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como la vacuola simultáneamente, solo se puede detallar la membrana que queda 
después de la salida. Por otro lado, la figura 4-7 permite apreciar que las membranas 
de los merozoitos que salen del eritrocito infectado son marcadas con FM4-64, lo que 
permite concluir que estos no salen rodeados por la membrana de la vacuola 
parasitófora. 
 
Figura 4-7: Evento de salida de la vacuola y marcaje de merozoitos. 
En el fotograma inicial (24 min) se observa un eritrocitos parasitado con P. falciparum, se 
señala la membrana plasmática del eritrocito. En el fotograma final (62 min) se observa que 
se ha extruído la vacuola parasitófora (VP) dejando atrás un cuerpo membranal (PM)  
parecido al que queda en el evento de la figura 4-6. Esta figura tiene la particularidad de 
mostrar que los merozoitos son marcados individualmente. Aumento x1000. 
 
 
4.3 Calceína y CFDA-SE son incluidas en el citoplasma de 
eritrocitos y concentradas en la vacuola parasitófora de 
P. falciparum 
Utilizando las moléculas fluorescentes calceína y CFDA-SE se observa cómo los 
eritrocitos infectados y no infectados incorporan la sonda en el citoplasma (Figura 
4-8). La sonda se incorpora mayormente en la vacuola parasitófora de eritrocitos 
infectados con P. falciparum. La sonda fluorescente CFDA-SE presenta el mismo 
patrón de tinción que la calceína, por lo que fueron usadas indistintamente para 
ensayos de fluorometría y observación en microscopía de fluorescencia. 
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Figura 4-8: Marcaje citoplasmático de eritrocitos con sondas fluorescentes 
Eritrocitos infectados y no infectados fueron incubados con calceína (d) y CFDA-SE (a, b, c, e). 
La sonda es incorporada en el interior de la vacuola parasitófora. Incluso puede ser 
observada al interior de los merozoitos com se muestra en (e). Se muestran señalados el 
citoplasma del eritrocito (CE, figura a), la vacuola parasitófora (V en b, c, d y e) y el pigmento 
malárico o hemozoína (H en d y e). Aumento x1000. 
 
 
4.4 La liberación de calceína y CFDA-SE durante la salida 
del parásito no corresponde a valores de ruptura del 
eritrocito.  
Al modelar el eritrocito y la vacuola parasitófora como esferas se obtiene que la 
vacuola parasitófora ocupa 1/3 parte del eritrocito infectado. En el momento de 
realizar las mediciones de fluorescencia en sobrenadantes de cultivos incubados con 
CFDA-SE o calceína, se espera que si los parásitos salen por procesos no explosivos, 
se cuantifiquen valores correspondientes a los del volumen solo de las vacuolas 
parasitóforas de los parásitos liberados, mientras que si el proceso es explosivo o 
lítico, los valores que se midan sean correspondientes aproximadamente al volumen 
de las vacuolas y del citoplasma de los eritrocitos infectados que han liberado a los 
parásitos.  
 
En la  
 
Figura 4-9 se muestra una curva en la que se midieron entre 0 y 1% de lisados de 
eritrocitos incubados con calceína,  servidos en 100 µL de RPMI, dado que este fue el 
volumen de sobrenadantes que se tomó en los ensayos de fluorometría con 
eritrocitos infectados. De esta forma, se pueden interpolar los datos obtenidos con los 
cultivos y así estimar el porcentaje de citoplasma de eritrocitos que queda en los 
sobrenadantes después de la salida del parásito P. falciparum.  
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Figura 4-9: Fluorescencia de sobrenadantes de cultivos de eritrocitos lisados  
Se simularon porcentajes de células lisadas en 100uL de medio suponiendo 0,1% de 
hematocrito, únicamente con células no infectadas. La fluorescencia (eje y) se comporta 





Simultáneamente se realizaron ensayos con eritrocitos infectados en cultivo, al 3% de 
parasitemia y 0,1% Htco. De acuerdo a la curva de lisis simuladas, si la salida se da 
por lisis, se esperaban 38 a 40 unidades de fluorescencia y si fuese liberado 
únicamente el contenido de la vacuola, se esperarían 22 a 23 unidades. Los valores de 
fluorescencia medidos en el rango temporal de salida (88-92 hps) son menores a 25 
unidades, y la medición final del experimento es de 33 unidades (Figura 4-11).  
 
Figura 4-10: Fluorescencia en sobrenadantes de cultivos de eritrocitos infectados y 
no infectados 
Las mediciones de fluorescencia en sobrenadantes de cultivos de eritrocitos infectados con P. 
falciparum () o no infectados () muestran que los eritrocitos infectados liberan menor 
cantidad de la sonda fluorescente al medio de cultivo que los eritrocitos no infectados; en 
todos los tiempos evaluados las diferencias son significativas con p-valores de 0,0000 a 
0,0305.  
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Se observa que los eritrocitos infectados liberan menos calceína que los eritrocitos no 
infectados; esta discrepancia en los valores representa un problema en el análisis de 
los datos, dado que la liberación de citoplasma debida a salida se calcularía como la 
diferencia entre los valores de los eritrocitos infectados (liberación por salida + 
liberación basal) y los no infectados (liberación basal). 
 
Este problema fue sobrellevado con el uso de probenecid. Se utilizaron eritrocitos 
infectados con estadios trofozoitos de P. falciparum al 8% de parasitemias 
aproximadamente y eritrocitos no infectados; en este caso se usaron trofozoitos 
únicamente para evaluar el efecto del probenecid sobre la liberación de las sondas 
fluorescentes citoplasmáticas, no para evaluar salida del parásito (Figura 4-11). 
 
Figura 4-11: Mediciones de fluorescencia en sobrenadantes de cultivos de eritrocitos 
infectados y no infectados en presencia de probenecid  
Se muestran los valores de fluorescencia en sobrenadantes después de incubar con CFDA-SE 
y posteriormente con probenecid 0 mM, 2mM o 4mM. En el tiempo 0 de incubación con 
probenecid no hay diferencias significativas en la liberación de la sonda de eritrocitos 
infectados (rojo) y no infectados (azul). Tras dos horas de incubación se encuentra que la 
liberación de CFDA-SE de eritrocitos infectados y no infectados se reduce hasta en 50% a 
60%  en presencia de probenecid (, mas no hay diferencias significativas entre 2mM y 4mM 
con p-valores de 0,012); La gráfica muestra el promedio de 3 muestras y las desviaciones 
estándar. 
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Se procedió a realizar ensayos con esquizontes en periodo de salida, en ausencia o 
presencia de probenecid 2mM, ya que al aumentar las concentraciones no aumenta la 
inhibición. Se observa que nuevamente los eritrocitos no infectados liberan mayor 
cantidad de la sonda fluorescente, además que en el periodo de salida (36-42hps) las 
fluorescencias de los eritrocitos no infectados no superan las de los infectados, 
sugiriendo que no hay rupturas masivas en este lapso de tiempo.  
 
Figura 4-12: Liberación de CFDA-SE en eritrocitos infectados o no infectados en el 
periodo de salida.  
Al usar probenecid, la fluorescencia disminuye 50% en eritrocitos no infectados, y hasta 25% 
en los infectados; además se observa que en el periodo de salida las fluorescencias de los 
eritrocitos infectados no superan a la de los no infectados, indicando que no hubo rupturas 
masivas en este lapso de tiempo. No existen diferencias significativas entre la liberación de la 
sonda en eritrocitos infectados y no infectados en los tiempos 33, 41 y 45 hps, que abarca el 
periodo de salida, con un p-valor 0,0000. Se muestran los promedios de 3 muestras y las 
desviaciones estándar. 
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4.5 La salida del parásito se asocia liberación de altas 
cantidades de LDH, sugiriendo ruptura de los 
eritrocitos infectados en la salida 
La salida de P. falciparum del eritrocito es un proceso que libera enzimas del parásito 
y de la célula hospedera al sobrenadante de cultivo, sea o no un proceso de ruptura. 
Las diferencias entre los mecanismos se infieren a partir de las diferencias en la 
cuantificación de la actividad enzimática comparadas con un patrón. 
 
Para los ensayos de medición de LDH en sobrenadantes se utilizaron cultivos al 2% 
de htco, por esto lisaron diferentes porcentajes de células en un volumen de 100 µL, 
se procesaron con el kit colorimétrico y se graficaron, de manera que sobre esta 
curva se pudieran interpolar los datos obtenidos con sobrenadantes de cultivo. En la 
Figura 4-13 se puede observar que el kit es capaz de detectar actividad para 
porcentajes de hasta 0,625% de células lisadas en este volumen, de manera que si 
hay lisis de este o mayor porcentaje de células durante la salida del parásito, es 





Figura 4-13: Actividad LDH en diferentes cantidades de células lisadas.  
Se graficaron los valores de absorbancia a 490 nm (DO) de muestras procesadas con el kit de 
medición de actividad LDH. Las células se lisaron con detergente y se diluyó en RPMI para 
simular diferentes porcentajes de células lisadas en 100 µL de medio al 2% htco. En a) se 
muestran los valores de DO de porcentajes desde 0 hasta 10 (en formato “% ; DO” al lado de 
cada punto), pero solo se pueden apreciar claramente las DO de 2,5%, 5% y 10%; en b) se 
aprecian en detalle las DO de los porcentajes 1,25%, 0,625%, 0,313%. Los valores negativos 
corresponden a mediciones que se salen del rango de precisión del equipo utilizado.  
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Las mediciones de sobrenadantes de cultivo de eritrocitos infectados y no infectados 
muestran que en presencia de 10% de suero humano se obtienen DO muy altas 
respecto a los cultivos con medio al 0% y al 1% de suero humano (Figura 4-14). Por 
esta razón, los ensayos de LDH posteriores se realizaron con medio sin suero. El 
medio sin suero no afecta la salida del parásito.  
 
 
Figura 4-14: Actividad LDH en sobrenadantes de cultivos eritrocitos infectados y no 
infectados a diferentes concentraciones de suero 
() Eritrocitos infectados en presencia de 10% de suero humano; () Infectados, 1% suero 
humano; ()Infectados, 0% suero humano; ()No infectados, 1% suero humano; () No 
infectados, 0% suero humano. En este ensayo se utilizaron eritrocitos infectados con P. 
falciparum en estado maduro, pero no se evaluó salida, únicamente se evaluó el efecto del 
medio sobre las mediciones del sobrenadante.   
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Al realizar mediciones de liberaciones de LDH en el periodo de salida del parásito, se 
obtuvieron valores de liberación de LDH de eritrocitos infectados casi 
correspondientes a los valores esperados para ruptura total de esa misma cantidad 
de eritrocitos de acuerdo a la Figura 4-13. Al sustraer los valores de DO de 
sobrenadantes de eritrocitos no infectados se obtienen valores ligeramente menores 
a dicho valor esperado.  
 
Figura 4-15: Actividad LDH en sobrenadantes de cultivos eritrocitos infectados y no 
infectados en el periodo de salida del parásito.  
Existen diferencias significativas entre la liberación de infectados y no infectados en 40, 44, 
49 y 53 hps, con un p-valor de 0,0238. Se muestran los promedios de 3 muestras y sus 
desviaciones estándar.  
 
 
Tabla 4-1: Actividad LDH de sobrenadantes de eritrocitos infectados y no infectados 
Valores de promedios de absorbancias (DO) de sobrenadantes de cultivos de eritrocitos 
infectados (DO_in) o no infectados (DO_no), diferencia (DO_in - DO_no) y valor esperado 
para ruptura total de células al 3% (VE3%) de parasitemia en el rango temporal de salida 
(horas post-sincronización o hps) de acuerdo a las curvas mostradas en la Figura 4-13. Los 
valores de absorbancias corresponden a los mostrados en la  
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Figura 4-15. Los valores de DO esperados para ruptura en tiempos menores a 42 hps son 
menores a 1,1794 dado que en este periodo los parásitos no han salido en su totalidad, en 44 
hps son menores o iguales y para 49 hps y mayores horas, los valores esperados son mayores 
a 1,1794 dado que se espera que para este tiempo hayan salido la totalidad de los parásitos. 
 
Hps DO_in DO_no DO_in- DO_no VE3% 
40 0,643 0,287 0,356 <1,1794 
42 0,659 0,435 0,224 <1,1794 
44 1,167 0,445 0,722 ≤1,1794 
49 1,606 0,633 0,973 ≥1,1794 
53 1,552 0,465 1,087 ≥1,1794 
 
Se observa que el valor en 53 hps es bastante cercano a 1,1794, incluso, si se asume 
que salió solo el 80% de los parásitos, el valor debería ser cercano 1,028 unidades 
(2,5% células lisadas), por lo que este resultado sugiere que puede haber rupturas 
masivas de eritrocitos en el periodo de salida.  
4.6 Genes SNARE son expresados en la cepa FCB2 de P. 
falciparum 
La búsqueda de SNAREs en bases de datos arroja resultados de genes que codifican 
proteínas adaptadoras y proteínas accesorias relacionadas con el complejo protéico 
de fusión de membranas. La base de datos PlasmoDB.org  arroja 23 resultados  
SNAREs específicas para la especie P. falciparum y muestra los perfiles de expresión 
de ARN de la totalidad de los genes relacionados con esta búsqueda. Se escogieron 
dos que se expresaran mayormente en estados maduros y se procedió a diseñar los 
cebadores como se indica en métodos.  
 
Al extraer ARN de P. falciparum, se obtuvo ARN de buena calidad a partir de parásitos 
en estadios jóvenes, pero al realizar las extracciones de esquizontes concentrados 
con percoll, se observaron algunas bandas de ARN ribosomal, pero en su mayoría 
ARN degradado. En adelante las extracciones de los esquizontes se hicieron sin 
concentrar con percoll. De los eritrocitos no infectados no se obtuvo ARN (Figura 
4-16). La síntesis de ADNc se realizó con todos los ARN extraídos, incluso los de 
eritrocitos no infectados, como control.  
 
 
Figura 4-16: ARN total de P. falciparum 
16.1: ARN total extraído de una fracción de anillos (a) y esquizontes (e) enriquecidas con 
gradientes de percoll y eritrocitos no infectados (n) no tratados con percoll; 16.2: ARN 
extraído de esquizontes (e) sin enriquecer. Marcador (M) 1kb+. En todos los casos se observa 
una banda de alto peso molecular que corresponde a DNA genómico, dado que los extractos 
representados son previos al tratamiento con DNAsas.  
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16.1       16.2  
 
Partiendo del ADNc sintentizado se realizaron PCRs usando los primers indicados en 
la metodología y se obtuvieron productos de aproximadamente el peso esperado 
(158 y 192 pb para PFYKT6.2 y SNAP23 respectivamente) al utilizar los ARNs de 
parásitos en estadios jóvenes. Los resultados de esta PCR se muestran en la Figura 
4-17. 
 
Figura 4-17: PCR de PfYKT6.2 y SNAP23. 
Se observa el fragmento esperado para la amplificación de PfYKT6.2 a partir de ADNc de 
anillos (a), mas no se observa producto en esquizontes (e) ni en eritrocitos no infectados (n) 
y no se observa ninguna banda en el control negativo (c). Por otro lado, el fragmento 
esperado para SNAP 23 se observa en anilos, una banda de muy baja intensidad en 
esquizontes y ninguna banda en eritrocitos no infectados ni el control negativo. Marcador 
(M) 1kb+. 
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5 Discusión 
 
El mecanismo de salida de P. falciparum ha sido estudiado por numerosos grupos y se 
ha revisado en diferentes ocasiones, pero los resultados arrojados son muy 
controvertidos debido a que algunos de ellos proponen que el proceso puede ser 
lítico mientras otros proponen que no lo es. En este estudio se evaluaron mediante 
diferentes técnicas ambas posibilidades.  
5.1 Importancia de conocer el tiempo de salida del parásito 
Tras la sincronización de los parásitos fue necesario hacerles seguimientos 
constantes para conocer la duración del ciclo intraeritrocítico de esta cepa bajo las 
condiciones de cultivo con las cuales eran llevados, en este caso, a 36°C (temperatura 
de líquidos dentro de la incubadora programada a 37°C), gasificando las cajas con N₂ 
al 90%, CO₂ 5% y O₂ 5% o bien en incubadora humidificada al 5% CO₂. Se determinó 
entonces que los parásitos inician su salida tras 40-42 horas postsincronización y en 
aproximadamente 6 horas han salido completamente en cualquiera de las 2 
atmósferas a las cuales fueron sometidos, lo cual da una ventana de tiempo para 
hacer los ensayos de ese periodo. Este tiempo es crítico para poder observar 
procesos in vitro, dado que no se cuenta con equipos para controlar la atmósfera de 
gases durante los ensayos, y eso podría afectar la fisiología del parásito. La 
disposición de una cámara de control de temperatura permite que los parásitos se 
estresen lo menos posible durante los seguimientos in vitro. Los parásitos se 
mantienen sincrónicos durante más de 10 días si al cambiar el medio este es 
precalentado a 37°C y los parásitos no se exponen demasiado a temperatura 
ambiente, como se observa en los primeros resultados del marcaje con la sonda FM4-
64 en los cuales fueron utilizados parásitos con más de una semana de 
sincronización.  
5.2 El marcaje de las membranas del parásito permiten la 
visualización de eventos de salida 
El marcaje con la sonda de membrana FM4-64 permite la observación de membrana 
plasmática del eritrocito y además de las membranas internas inducidas por el 
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parásito cuando la sonda es incubada durante 20 a 40 minutos. Este resultado 
permite el planteamiento de dos posibilidades: primero, que el parásito puede estar 
llevando a cabo procesos de tráfico vesicular, lo que permitiría que la sonda se 
intercambiara entre la membrana plasmática y las vesículas internas inducidas por el 
parásito, incluida la vacuola parasitófora, o bien, en segunda instancia, podría estar 
indicando que la membrana plasmática del eritrocito, las membranas internas y la 
vacuola parasitófora están comunicadas, formando una red tubovesicular, ambos 
modelos muy controvertidos y que aún presentan discusión en la literatura 
(Przyborski et al., 2003). Si el parásito tiene tráfico vesicular como otros eucariota 
típicamente estudiados, este debe contar con una maquinaria protéica para llevar a 
cabo este proceso, como son las SNAREs, RasGTP y proteínas de unión al 
citoesqueleto que puedan mover las vesículas, entre otras (Fasshauer, 2003; 
Bonifacino & Glick, 2004; Jahn & Scheller, 2006).  
 
Adicionalmente la estandarización de esta técnica permite la disponibilidad de 
protocolos para realizar ensayos de colocalización con proteínas de membrana. Como 
se observa en las fotografías de las células en microscopía de luz y en epi-
fluorescencia, la sonda permite la identificación de eritrocitos parasitados en estadios 
jóvenes, dado que usando únicamente microscopía de luz es complicado discernir 
entre los no infectados y los recién parasitados. La sonda parece marcar la membrana 
de la vacuola y la superposición de todos los planos permite la visualización de un 
área con mayor fluorescencia, diferenciándose de la concavidad de los eritrocitos no 
infectados; estas fotografías concuerdan en gran medida con las fotografías 
mostradas por Ward en la que realiza marcaje de membranas para determinar la 
formación y origen de la vacuola parasitófora de Plasmodium berghei en eritrocitos 
(Ward, Miller, & Dvorak, 1993).  
 
Cuando se realizó el seguimiento de salida, se observaron diferentes fenómenos, 
indirectamente. En estos ensayos se observaron eritrocitos parasitados que perdían 
la carga parasitaria, ya fuera con merozoitos libres o con vacuolas completas (Figura 
4-5  y  Figura 4-6). En los eventos en los cuales la vacuola sale completamente no se 
observa vesiculación del fantasma del eritrocito que estaba infectado, al contrario, se 
observa la membrana completa, pese a que sí se observa pérdida de la densidad 
óptica del eritrocito, lo cual implica pérdida de citoplasma como fue reportado por 
Winograd (Winograd et al., 1999), pero dada la resolución temporal de este ensayo, 
no se puede saber exactamente en qué momento y bajo qué condiciones lo pierde. 
Igualmente en otros campos se observan fantasmas con distribución de la sonda en 
puntos y parches sobre la membrana, que podría estar indicando procesos de fusión 
de membrana en zonas localizadas de la célula.  
 
FM4-64, como otras sondas de membrana, está diseñada para incorporarse en zonas 
donde se presentan procesos de fusión cuando la sonda está disponible en el medio, 
en el momento en que una vesícula intracelular pobremente marcada (o no marcada) 
se fusiona con la membrana plasmática, la sonda se inserta en este fragmento recién 
insertado y esto se refleja en mayor fluorescencia de la membrana. Este evento 
también podría indicar redistribución de los lípidos por presencia y reorganización 
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de lipids rafts, los cuales tienen una composición lipídica distinta al de la mayoría de 
la membrana y se observan como parches en la misma. Ensayos de este tipo se han 
realizado en células de mayor tamaño con alta frecuencia de recambio de membrana 
(Kilic, 2002).  
 
En este trabajo se observa la salida de la vacuola parasitófora completa dejando un 
cuerpo membranal no vesiculado que, por su tamaño, podría corresponder a la 
membrana plasmática del eritrocito. Cuando se observa el evento de salida no 
organizado no se puede observar este corpúsculo, pero tampoco se puede aseverar 
que este no está presente en otro plano de la fotografía, tampoco es posible saber si la 
fotografía mostrada en los resultados corresponde a un eritrocito parasitado o solo a 
una vacuola, porque el tamaño no corresponde con un eritrocito, además de que no 
se marcan las membranas internas como se observa con otros parásitos.  
 
El eritrocito es una célula muy abundante en circulación de mamíferos. Cuando el 
parásito de P. falciparum sale, tiene a su disposición un gran número de células para 
infectar, pero igualmente está rodeado de células del sistema inmune que lo pueden 
fagocitar. En el momento de la salida si la célula es lisada y vesiculada, podría 
desencadenar una respuesta inmune que reclutaría macrófagos en un proceso 
parecido a necrosis debido a las proteínas propias del eritrocito y las que el parásito 
ha expresado, lo cual es consecuente con el cuadro clínico de un paciente, en el que 
cada 48 horas presenta picos de fiebre, posiblemente como parte de la respuesta 
inflamatoria generada. Este mecanismo le daría al parásito la ventaja de que es un 
proceso rápido y puede invadir en menor tiempo a otro eritrocito que en el caso de 
una salida más controlada.  
 
Por otro lado, un proceso no lítico sería conveniente para evitar la respuesta inmune, 
y la membrana residual quedaría adherida a los vasos, evitando así ser reconocida 
por leucocitos en circulación. Este mecanismo es consecuente con el cuadro 
presentado en pacientes con malaria cerebral, ya que el corpúsculo resultante de la 
salida bloquearía los vasos de menor diámetro en el cerebro, produciendo muerte 
localizada; la salida de los merozoitos junto a la membrana vacuolar (si fuera 
extrusión) implicaría que debe deshacer la membrana de la vacuola para poder 
individualizar a los merozoitos, que implica además de un gasto energético, mayor 
tiempo para que lo reconozcan células del sistema inmune innato, como macrófagos, 
mientras que si salen los merozoitos sin la membrana de la vacuola, se deberán 
separar sin mayor gasto energético para invadir otros eritrocitos. Ciertamente, el 
tiempo de salida de la mayoría de los parásitos en circulación no permite la inducción 
de respuesta inmune adquirida, pero posiblemente sí induzca respuesta innata. 
Adicionalmente la cantidad de antígenos o membranas liberados tras la salida, 
también pueden inducir una respuesta inflamatoria localizada.  
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5.3 Las mediciones de escape citoplasmático con 
fluorescencia no evidencia eventos de lisis total de 
eritrocitos infectados 
Los ensayos de liberación citoplasmática podrían dar una luz respecto al proceso 
usado por el parásito. El principio para los ensayos de fluorescencia y de enzimas es 
el mismo: si se presenta lisis, el contenido citoplasmático liberado será alto, si el 
proceso no es lítico, se esperan menores cantidades de citoplasma (indirectamente 
medido con la sonda fluorescente citoplasmática o con las enzimas) en los 
sobrenadantes del cultivo.  
 
Calceína y CFDA-SE son sondas que tras ingresar a la célula son modificadas y deja en 
el citoplasma una molécula aniónica fluorescente de gran tamaño. Se utilizaron 
ambas sondas dado que la estructura y los grupos funcionales que son modificados 
son parecidos, además presentan salida espontánea de la célula por transportadores 
sensibles a probenecid. Como se observa en los resultados, esta sonda se incluye en la 
vacuola de P. falciparum, lo cual puede ser explicado por la presencia de un 
transportador aniónico presente en la membrana de eritrocitos el cual podría ser 
parasitado por P. falciparum o bien por el transporte mediado por NPP (New 
permeability pathways), los cuales son transportadores inducidos por el parásito, y 
que de acuerdo a Desai, quien los ha caracterizado utilizando electrofisiología, 
podrían ser de naturaleza aniónica (Lisk & Desai, 2005). Este comportamiento de la 
sondas aniónicas fluorescentes resulta interesante dado que en el parásito 
intracelular Leishmania es excluída de la vacuola parasitófora en macrófagos 
(Cortázar et al., 2006) y también la excluye de la forma promastigote, que es la forma 
libre del parásito (Viviescas M.A. 2012. Comunicación personal), posiblemente 
porque la molécula es de gran tamaño y no es capaz de ingresar en su forma aniónica, 
porque no presente esterasas o bien porque el parásito puede estar expresando o 
excluyendo transportadores ABC en la vacuola parasitófora que cumplen una función 
contraria a la que se observa en Plasmodium: excluir la sonda (Cortázar et al. 2006). 
En este caso se debe ser más cauteloso con la liberación de contenido citoplasmático, 
dado que la vacuola de P. falciparum ocupa cerca de un tercio del volumen del 
eritrocito infectado, por tanto en caso de liberación únicamente de la vacuola se 
observaría 1/3 de la fluorescencia observada en el caso de lisis del eritrocito y la 
vacuola, para el total de células infectadas.  
 
Al realizar entonces las mediciones de fluorescencia en los sobrenadantes de cultivos 
incubados con calceína o CFDA-SE,  se observa que en el momento de salida la 
cantidad de sonda saliente no corresponde a la cantidad esperada para la ruptura de 
estos eritrocitos, al compararlo con la curva hecha en el mismo ensayo en el que se 
simulan rupturas en distintos porcentajes, por lo que posiblemente se trate de 
eventos de salida controlados en los que no se pierden cantidades completas de 
citoplasma, sean procesos de fusión o procesos de ruptura y resellamiento rápido. 
Siendo más específicos, se esperaba para el 3% de parasitemia, una fluorescencia de 
aproximadamente 38-40 unidades para lisis total, y en el rango temporal de salida, se 
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obtuvieron fluorescencias entre 25 y 35 unidades para un primer ensayo y en un 
ensayo posterior se encontró que la fluorescencia obtenida durante la salida de P. 
falciparum resultó ser ligeramente menor que la fluorescencia encontrada para 
eritrocitos no infectados.  
 
En las mediciones de fluorometría se obtuvieron resultados que no se esperaban, 
pues se observa que los eritrocitos no infectados extruden la sonda aniónica de su 
citoplasma, posiblemente por la misma presencia de transportadores aniónicos o tipo 
ABC en su membrana, como CFTR (Abraham et al., 2001). Se sabe además que el 
transportador aniónico banda 3 de la membrana del eritrocito es capaz de 
transportar aniones como cloro, nitrato, algunos aminoácidos, entre otras moléculas 
(Parker et al., 2007). Estos a su vez parecen estar modificados en eritrocitos 
infectados con Plasmodium, tanto estructuralmente como funcionalmente (Velasco 
K.M, 2009, datos no publicados), lo cual se evidencia en el comportamiento de 
calceína en los ensayos de fluorometría reportados en este documento. 
Adicionalmente, el eritrocito cuenta con transportadores como MRP (Multidrug 
Resistant-associated Protein) en su membrana, que son transportadores tipo ABC con 
alta similaridad a los encontrados en otras células eucariota y que se ha visto que 
transportan conjugados de glutatión (Pulaski, Jedlitschky, Leier, Buchholz, & Keppler, 
1996) calceína y fármacos antimalariales (Wu, Klokouzas, Hladky, Ambudkar, & 
Barrand, 2005; Klokouzas, Wu, van Veen, Barrand, & Hladky, 2003), que podría ser, 
junto a CFTR, responsable de la salida de calceína fluorescente del citoplasma de 
eritrocitos no infectados. Con esto no es fácil explicar el comportamiento de la sonda 
en los eritrocitos infectados, pues parece que estos liberan menor cantidad de sonda 
fluorescente y además tienen un efecto sobre los eritrocitos no infectados que 
también se encuentran en el cultivo; esto podría deberse a que el parásito puede 
estar induciendo la entrada de la sonda a la vacuola como si esta fuera un nutriente, 
sin discriminar por la toxicidad de la misma, y a su vez inhibe la salida de la misma, 
pero al respecto harían falta estudios adicionales. 
 
Dado que para los ensayos de salida del parásito del eritrocito es necesario medir los 
niveles de fluorescencia en sobrenadantes de cultivo, la salida de la sonda 
fluorescente a través de la membrana del eritrocito no infectado representa un 
problema, pues bajo estas condiciones no se puede obtener un nivel de fluorescencia 
basal de eritrocitos no infectados bajo para comparar con los niveles de fluorescencia 
debidos a salida del parásito. Por ello se utilizó un inhibidor de transportadores 
aniónicos y transportadores ABC, conocido como probenecid, pese a que otros 
inhibidores son ligeramente más efectivos, como ácido niflúmico, frusemida, 
phloridzin, staurosporina (específicamente para transportadores ABC) y otros 
(Klokouzas et al., 2003). Probenecid como se observa en la Figura 4-10, inhibe de 
manera tiempo y dosis dependiente la salida de calceína del eritrocito no infectado, 
de manera que se pueden obtener fluorescencias debidas únicamente a salida del 
parásito. Con el CFDA-SE se observan resultados muy similares (Figura 4-12), pese a 
que esta molécula, según el fabricante, tiene mejor retención en las células debido a 
su unión con proteínas aunque el CFDA-SE tiene la ventaja sobre calceína que 
requiere de menor intensidad de fluorescencia para observarse en microscopio, lo 
46  Discusión 
cual minimiza el daño por exposición a UV (photodamage) y el movimiento 
browniano que causan daño a las células.   
5.4 Mediciones de escape citoplasmático usando enzimas 
indican la posibilidad de ruptura 
La presencia de proteínas o enzimas del citoplasma de las células puede ser 
determinado con anticuerpos contra estas proteínas o bien se mide la actividad 
enzimática de los sobrenadantes, agregando sustratos para enzimas citoplasmáticas 
conocidas y midiendo la actividad con el uso de espectrofotómetros, siendo métodos 
menos peligrosos para la salud del investigador y para el medio ambiente que los 
métodos radiactivos. Este es el caso de la determinación de la enzima LDH, que 
convierte piruvato a lactato en la glicólisis, por ello, esta enzima está presente en 
todas las células mamíferas conocidas y en células que obtengan ATP a partir de 
glicólisis (Decker & Lohmann-Matthes, 1988). Los ensayos de LDH permiten la 
medición indirecta de escape citoplasmático. Los resultados de este ensayo 
permitirían dar más información a los obtenidos con calceína y CFDA-SE en 
sobrenadantes de cultivo.  
 
Como era de esperarse, la actividad LDH del medio con suero es alta, como se reporta 
en el artículo donde describen este método (Decker & Lohmann-Matthes, 1988). 
Cuando se midió la actividad en sobrenadantes en el momento de la salida, se 
observaron actividades muy altas, casi correspondientes con el porcentaje de lisis de 
la cantidad de eritrocitos parasitados en ese cultivo. Este resultado es contradictorio 
con los resultados obtenidos con las sondas fluorescentes, pues se observó que en el 
periodo de salida no había liberación citoplasmática correspondiente a la cantidad de 
eritrocitos infectados si estos fueran lisados.  
 
La LDH de P. falciparum y humana tienen cerca de 30,7% de similaridad en secuencia, 
mas la LDH humana aparentemente solo tiene actividad lactato deshidrogenasa, 
mientras la de P. falciparum tiene también actividad malato deshidrogenasa 
(Wiwanitkit, 2007). Además, la estructura primaria y terciaria de esta proteína 
difiere de muchas otras especies, lo cual la hace un blanco terapéutico muy 
interesante; otra característica de la enzima del parásito es que no se inhibe con 
exceso de piruvato como sí sucede con LDH de otras especies y que a altas 
concentraciones es hasta 500 veces más activa que la LDH humana usando el cofactor 
APAD, posiblemente por un cambio S>L que tiene en su sitio activo (Sessions, Dewar, 
Clarke, & Holbrook, 1997). Otros cambios estructurales tridimensionales y de 
secuencia hacen que la LDH de Plasmodium sea suceptible a medicamentos que no 
afectan humanos. Adicionalmente un eritrocito parasitado ingresa hasta 10 veces 
más glucosa que los no infectados al citoplasma y la actividad lactato deshidrogenasa 
de eritrocitos infectados con P. knowlesi fue reportada de hasta 2,5 veces más alta que 
la de células no infectadas (Sherman, 1979). Estas características podrían hacer que 
los resultados arrojados por las mediciones de actividad estén siendo 
sobreestimados, es decir, que se esté asumiendo que hay alta cantidad de citoplasma 
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liberado cuando en realidad es una cantidad menor o igual de citoplasma, comparado 
con eritrocitos no infectados, pero que contiene enzimas del parásito, las cuales al ser 
más activas generen mayor señal colorimétrica que la esperada, pues la curva de lisis 
sobre la cual se interpolaron los resultados fueron realizadas con eritrocitos no 
infectados, los cuales contienen solo enzima de la isoforma humana. Se espera que si 
en el sobrenadante se tienen de las enzimas de las dos especies, la de Plasmodium 
aumenta la actividad por unidad enzimática respecto a los resultados obtenidos para 
eritrocitos no infectados. Para sobrellevar este problema, se harían necesarios 
estudios directos sobre la enzima de Plasmodium y el comportamiento de esta enzima 
con el kit utilizado, la determinación de sus propiedades y una comparación con la 
actividad de la enzima purificada en humanos con las mismas condiciones. Para estos 
experimentos se haría necesario aislar la proteína del parásito con anticuerpos 
específicos contra LDH, los cuales se encuentran en forma comercial solo para hacer 
pruebas de diagnóstico rápido de malaria mas no para investigación básica.  
5.5 En la búsqueda de moléculas implicadas en el proceso 
de salida  
Se propone que si los mecanismos no son líticos, podría corresponder a mecanismos 
como  extrusión de la vacuola o exocitosis los merozoitos, como se revisó en los 
diferentes mecanismos para otros parásitos. En este trabajo se explora además la 
expresión de moléculas de fusión que pudiesen estar implicadas en el proceso de 
salida por exocitosis, al igual que en procesos de tráfico vesicular. Se observa que los 
genes para dos de las SNAREs descritas para el parásito se expresan en la cepa FCB2 
de P. falciparum, abriendo paso a ensayos posteriores de confirmación de la 
expresión de las proteínas y localización de las mismas, comportamiento y 
traslocación en el momento de la salida de P. falciparum del eritrocito.  
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6 Conclusiones 
En este trabajo se determinó que el rango temporal de salida de los parásitos está 
entre las 42 y las 48 horas después de sincronizarlos. 
 
Las observaciones usando sondas fluorescentes de membrana permiten proponer 
que el parásito puede estar liberando a los merozoitos individualmente pese a que 
pueden ser liberados como un solo paquete.  
 
Los ensayos de escape citoplasmático muestran que no hay suficiente liberación de 
citoplasma para concluir rupturas celulares de la totalidad de los eritrocitos 
parasitados, lo que podría apoyar el hecho de que el parásito puede usar varios 
mecanismos de salida. Es necesario realizar ensayos para determinar el aporte de 
LDH del parásito sobre la actividad total en los lisados celulares.  
 
Las proteínas SNAREs PfYKT6.2 y SNAP23 de P. falciparum se expresan en la cepa 
FCB-2, mas es necesario realizar ensayos de expresión en los diferentes estadíos y 
ensayos de localización.   
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7 Perspectivas y recomendaciones 
Los resultados de este trabajo abren las puertas a varios campos de investigación 
sobre biología básica del parásito, no solo en el campo relacionado con la salida del 
mismo. Sobre la salida del parásito quedan aún preguntas por responder, al igual que 
numerosos ensayos posibles que podrían confirmar o refutar estos resultados.  
 
Realizar ensayos de electrofisiología para medir capacitancia y conocer el área de la 
membrana pre-salida y post-salida del parásito (Ver anexo B). 
 
Expresar las SNAREs evaluadas en el parásito y observar su localización en el periodo 
de salida del parásito.  
 
Evaluar la actividad enzimática de LDH del parásito para determinar el aporte de esta 
enzima respecto a la isoforma humana en los ensayos enzimáticos. 
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Protocolo 1: Sincronización con sorbitol 
 
Materiales Reactivos 
Pipetas estériles Sorbitol 5% p/v en agua desionizada 
Pipetas pasteur estériles RPMI 
 RPMI + 10% Suero humano 
 
Centrifugar el cultivo a 550 g por 5 min y retirar el medio 
Agregar 5 ml de sorbitol al 5% por cada 0,4 ml de sedimento.  
Incubar a 37°C por 5 min. 
Centrifugar a 550 g por 5 min. 
Retirar el sobrenadante y la capa oscura superior resultante. 
Lavar una vez con RPMI y otra con RPMI + Suero humano. 
 
Protocolo 2: Marcaje de núcleos con Hoechst 33342 
Materiales Reactivos 
Puntas estériles 2-1000 µL Hoechst 33342 - [16,23 mM o 
10mg/ml] 
Micropipetas para 2-1000 µL RPMI o PBS 
Tubos eppendorf  
Centrifuga  
Incubadora 37°C  
 
Tomar la alícuota de cultivo a marcar, centrifugar y retirar el sobrenadante 
Agregar 500uL de solución 1:1000 de Hoechst 33342 por cada 50uL de pellet 
(concentración final de Hoechst aprox 16µM) 
Incubar a 37°C durante 15 minutos.  
Centrifugar y lavar dos veces con RPMI (o PBS) 
Resuspender y observar al microscopio.  
 
Protocolo 3: Marcajes de membrana con FM4-64 
Dado que los eventos de salida de parásitos intracelulares podrían deberse a ruptura 
y/o fusión de membranas de VP y MP o extrusión de las vacuolas parasitóforas, se 
propuso marcar las membranas con sondas fluorescentes de viabilidad, que 
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permitieran la visualización in vitro de los parásitos. La sonda FM4-64 (Invitrogen ® 
#Cat T3166) (Figura 8-1) es una molécula lipofílica con máximos de excitación y 
emisión de ~515 nm y 640 nm respectivamente. Es utilizada en estudios de 
transporte y tráfico vesicular, debido a su naturaleza lipofílica se intercala en la 
bicapa lipídica y permite visualizar la membrana plasmática, al igual que procesos 
como fagocitosis, exocitosis y reciclaje de membranas.  
 





Para la observación del comportamiento de la sonda en los parásitos se formaron 
cuatro grupos: 
1. Marcaje de membranas con sonda disponible en el medio 
2. Marcaje de membranas con lavado de la sonda 
3. Marcaje de membranas con sonda disponible en el medio, marcaje de núcleo 
con Hoechst 
4. Marcaje de membranas con lavado de la sonda, marcaje de núcleo con Hoechst 
 
Materiales Reactivos 
Puntas estériles 2-1000 µL FM4-64 [1,646 mM (1mg/ml)] 
Micropipetas para 2-1000 µL RPMI o PBS 
Tubos eppendorf  
Centrifuga  
Incubadora 37°C  
 
Para el marcaje de membranas se realizaron varios tratamientos: 
1. Tomar alícuotas de aproximadamente 1 ml de cultivo suspendido, centrifugar 
y retirar el sobrenadante. 
2. Resuspender aproximadamente 50 µL de pellet en 500 µL de una solución 5-
16μM de FM4-64 en medio RPMI. Incubar durante 20-40 min a 37°C. Dividir 
en 4 tubos. 
3. Tomar dos de estos tubos y marcar núcleos con Hoechst 33342.  
 Grupo 1: Tomar una alícuota de 50µL y resuspender en 150 µL de RPMI, 
observar directamente al microscopio.  
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 Grupo 2: Centrifugar a los parásitos, retirar el sobrenadante, lavar 1 vez con 
RPMI, resuspender en RPMI y observar en el microscopio.  
 Grupo 3: Marcar con Hoechst previamente a la incubación con FM4-64. 
Incubar con la sonda de membrana y observar una alícuota directamente en el 
microscopio, como en el grupo 1.  
 Grupo 4: Realizar el tratamiento del grupo 3, antes de observar, lavar 1 vez 
con RPMI.  
Tomar una alícuota de aproximadamente 200 µL del cultivo, lavar y resuspender en 
RPMI para usar como control de autofluorescencia.  
 
Protocolo 4: Marcaje de citoplasma con Calceína y CFDASE 
Usando moléculas fluorescentes solubles en el citoplasma de las células se 
puede determinar cuánto de este citoplasma es liberado tras el momento de la salida 
mediante mediciones de fluorescencia en los sobrenadantes. Se utilizaron para esto 
las sondas calceína (Invitrogen ® #Cat  C3099) y CFDA-SE (Invitrogen ® #Cat 
C1157) (Figura 8-2 a y b respectivamente). Estas moléculas poseen grupos 
acetoximetil, dándoles carácter no polar que les permite atravesar la membrana 
plasmática por difusión simple. En el citoplasma celular, estos grupos son removidos 
de la molécula por esterasas dando lugar a una molécula aniónica hidrosoluble 
altamente fluorescente, con máximos de excitación y emisión 495 nm y 515 nm, y que 
ya no atraviesan la membrana libremente.  
 
Figura 8-2: Estructuras de calceína-AM y CFDA-SE 
Derecha: calceína-AM. Izquierda: CFDA-SE; 5 y 6 representan sitios de unión a 
proteínas. 
A B  
 
Para los ensayos realizados con P. falciparum, se marcaron las células de un 
cultivo y se determinó la fluorescencia en los sobrenadantes antes y después del 
momento de salida,  de manera que se puede estimar indirectamente la cantidad de 
citoplasma liberado debido a salida al realizar comparaciones con diferentes 
cantidades de cultivo marcado lisados con detergente. El comportamiento de la sonda 
fluorescente al interior del eritrocito infectado se observó por microscopía de epi-
fluorescencia. La medición de fluorescencia en sobrenadantes para determinar 
escape citoplasmático se realizó en fluorómetro.  
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Las células no infectadas presentaron gran liberación basal de la sonda 
citoplasmática, generando ruido experimental al realizar las mediciones sobre las 
células infectadas, por esto se hizo necesario el uso del fármaco probenecid 
(inhibidor de transportadores ABC y transportadores aniónicos) para disminuir la 
liberación basal del a sonda y obtener resultados debidos solo a la salida del 
eritrocito por ruptura de la membrana.   
 
Materiales Reactivos 
Puntas estériles 2-1000 µL *Calceína [1,646 mM (1mg/ml)] 
Micropipetas para 2-1000 µL *CFDASE [10mM] 
Tubos eppendorf RPMI o PBS 
Centrifuga  
Incubadora 37°C  
*Cualquiera de los dos 
 
1. Tomar alícuotas de aproximadamente 1 ml de cultivo suspendido, centrifugar 
y retirar el sobrenadante. 
2. Realizar el mismo procedimiento en células no infectadas.  
3. Resuspender el pellet aproximadamente 50 µL de pellet en 500 µL de una 
solución 16μM de calceína-AM en medio RPMI e incubar durante 20-40 min a 
37°C o bien una solución 10µM de CFDASE en PBS durante 15-25 minutos a 
37°C. Es importante que el CFDASE se diluya en PBS y no en medio RPMI para 
lograr un buen marcaje.   
4. Lavar 2 veces con RPMI.  
5. Observar al microscopio o realizar experimentos de medición de fluorescencia 
en sobrenadantes.  
 
Protocolo 5: Medición de fluorescencia por calceína o CFDASE en 
sobrenadantes: 
Materiales Reactivos 
Puntas estériles 2-1000 µL *Calceína [1,646 mM (1mg/ml)] 
Micropipetas para 2-1000 µL *CFDASE  
Tubos eppendorf RPMI o PBS 
Centrifuga Probenecid xxxmM en xxxxM NaOH 
Incubadora 37°C  
Fluorómetro filtros ex 485 nm, em 528 nm  
Caja de 96 pozos, oscura, fondo claro  
Cajas de 24 o 96 pozos estériles  
*Cualquiera de los dos 
 
Se realizó una curva de simulación de lisis: se calcularon las cantidades de eritrocitos 
infectados en diferentes valores de parasitemias y diluyó esta cantidad hasta 
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completar 120 µL de solución en una caja negra de 96 pozos con fondo transparente 
a UV.  








1. Se incubaron alícuotas del cultivo parasitado en 2%, en 0,1% Htco, se 
distribuyeron en caja de 96 pozos en medio RPMI al 1% suero humano. Se 
incubaron igualmente células no parasitadas. 
2. Se tomaron 3 alícuotas de 200 µL cada 2 horas 
3. Se centrifugaron y se colocó el sobrenadante de cada pozo en un pozo de la 
caja negra para mediciones de fluorometría. Protegido de la luz y en humedad 
constante para evitar la evaporación hasta el final del experimento.  
4. Entre los pozos a medir se incluyeron un blanco con CFDA-SE o calceína en 
medio y medio sin sonda.  
5. Se midió la fluorescencia en fluorómetro FLx-800, sensibilidad 70, posición de 
la óptica desde arriba o abajo (ELx800 de Biotek, sensibilidad 70, filtro de 
excitación 485/20 nm, filtro de emisión 528/20 nm) 
6. Se realizaron curvas con los resultados obtenidos.  
7. Condiciones: 3 muestras por cada ensayo. 
 
Ensayos usando probenecid 
 
1. A partir del stock se prepararon soluciones de 0mM (vehículo), 2mM o 4mM 
de probenecid en RPMI sin suero. En otros experimentos se usaron 
concentraciones de 1,5mM y 3mM.  
2. Se sometieron cultivos de P. falciparum a estas soluciones después de incubar 
con calceína o CFDASE.  
3. Se midió fluorescencia en sobrenadantes como se indica en el protocolo 5. 
 
Protocolo 6: Observación en microscopio de fluorescencia:  
 
Para la observación los eritrocitos se sirvieron en cajas con laminillas de vidrio 
0,17mm de grosor, se observaron en microscopio Zeiss A.1, objetivo de 100X usando 
aceite de inmersión. Una vez se sacaron de la incubadora se sirvieron para evitar que 
las células perdieran su forma al exponerse por tiempo prolongado a temperatura 
ambiente. Las fotografías fueron capturadas con la cámara AxioCam HR3 usando 
como software para análisis el programa AxioVision. 
 
 
64  Anexo A 
Protocolo 7: Medición de actividad LDH en sobrenadantes de cultivo 
 
En este trabajo se realizaron mediciones de liberación citoplasmática de la enzima 
LDH (Lactato deshidrogenasa) en suspensión usando un kit colorimétrico de 
detección (Cytotoxicity Detection Kit (LDH, Roche ®, cat #04744926001), que 
permite cuantificar la actividad LDH de acuerdo a la reacción mostrada en la figura 8-
3. La absorbancia de la muestra depende de la cantidad de enzima presente en la 
suspensión.   
 
Figura 8-3: Principio del kit de citotoxicidad de Roche.  
En el primer paso se da la reducción del NAD+ y enla segunda reacción el NADH+ +H+ transfiere dos 
electrones a la sal de tetrazolium para originar formazán que es de color violeta. La coloración 




La enzima LDH es liberada al medio extracelular de forma basal en mamíferos, pero 
cuando la membrana se ve alterada y se rompe, se liberan grandes cantidades de 
citoplasma y por tanto cantidades mucho mayores de LDH. La medición de LDH en 
sobrenadantes de cultivo puede indicar indirectamente si ha habido o no ruptura 
celular al comparar las mediciones experimentales con células control y un control de 
lisis con detergente.  
 
La medición de LDH en sobrenadantes representa una estrategia para determinar el 
monto de citoplasma de eritrocitos que se encuentra en el medio del cultivo tras la 
salida del parásito, de manera que se espera encontrar cantidades de citoplasma 
equivalentes al número de células infectadas en caso de existir ruptura, pero en caso 
de que el mecanismo de salida no implique ruptura, se espera encontrar cantidades 
bajas, equivalentes solo al contenido de LDH de la vacuola parasitófora y a la 
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Materiales Reactivos 
Puntas estériles 2-1000 µL Kit de LDH Roche ®, (cat 
#04744926001) 
Micropipetas para 2-1000 µL RPMI o PBS 
Tubos eppendorf  
Centrifuga  
Incubadora 37°C  
Lector de Elisa filtros 490 nm  
Caja de 96 pozos  
Cajas de 24 o 96 pozos estériles  
 
Curva de saturación y simulación de lisis 
1. Se calcularon las cantidades de eritrocitos infectados en diferentes valores de 
parasitemias al 2% Htco y se lisaron con el detergente incluido en el kit, en un 
volumen final de 200 µL 
2. Se tomaron 100 µL de estos lisados y se sometieron a las pruebas 
colorimétricas con el kit LDH de Roche. 
3. Se midieron las absorbancias a 490nm en un lector de microplatos (Biotek 
Elx800) 
4. Se graficaron los resultados en Microsoft Excel ® 
 
Medición de LDH en sobrenadantes de cultivo 
1. Se incubaron cultivos de eritrocitos infectados y no infectados en cajas de 96 
pozos o de 24 pozos, al 3% de parasitemia y % de Htco. Se sirvieron 
aparentemente las mismas cantidades de células por pozo. Los conteos 
celulares se realizaron con Coulter counter Z2 ®.  
2. Se tomaron alícuotas de 200µL, se centrifugaron y se midió actividad LDH 
como recomienda el fabricante en estos sobrenadantes. Para la primera curva 
se tomaron muestras cada 12 horas (no mostrada) y para la segunda cada 2 a 
3 horas.  
3. Se graficaron los resultados en Excel y se compararon con las curvas de 
simulación de lisis para determinar el porcentaje de lisis en esos cultivos.  
 
La primera curva comprende un rango entre 0 y 14’000.000 células lisadas (0 y 
100% de parasitemias) y la segunda curva es de 0 a 1’400.000 células (0 y 10% de 
parasitemia), para determinar la sensibilidad del kit y la DO esperada para estas 
parasitemias. Los conteos celulares se realizaron con Coultercounter Z2 ®.   
 
Se evaluó la actividad LDH en sobrenadantes de cultivos de P. falciparum en cajas de 
24 pozos, al 2% de parasitemia, usando suero al 0% (n=3), 1% (n=3) y 10% (n=3); 
como controles de liberación basal se usaron eritrocitos no infectados con medio 
suplementado con suero al 0% (n=3) y al 1% (n=3). Este ensayo se realizó entre las 
19 y las 43 horas postsincronización. En un ensayo independiente se realizó con 
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células infectadas en cajas de 24 pozos, entre las 40 y 53 horas postsincronización, 
rango en el cual se espera que los parásitos salgan, usando como patrón de liberación 
basal eritrocitos no infectados; cada hora se tomaron muestras de 3 pozos 
independientes y a los promedios de actividad LDH de sobrenadantes de infectados 
se les restaron los promedios de actividad LDH de eritrocitos no infectados para 
obtener los valores de liberación debida a ruptura únicamente.  
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Un método clave en la exploración del mecanismo de salida es la electrofisiología, 
pues esta permite conocer el área de la membrana de las células indirectamente 
mediante el uso de parámetros como la capacitancia. Es posible que existan 
diferencias en el área de la membrana entre eritrocitos no infectados, eritrocitos 
infectados y los corpúsculos residuales que quedan después de la salida.  
La electrofisiología es una técnica que además de permitir caracterizar las corrientes 
de la membrana de una célula y los canales que las pueden estar generando, también 
permiten hacer aproximaciones al área de la membrana de la misma célula. Si la 
célula se modela como una bicapa lipídica, se puede considerar como un condensador 
de placas paralelas, donde cada una de las hemicapas sería una de las placas. La 
capacitancia es la propiedad de un objeto de almacenar carga eléctrica, y durante un 
registro electrofisiológico en una célula, se puede medir la capacitancia de la 
membrana plasmática (o la membrana que se esté registrando. El área de la 
membrana se puede calcular con la capacitancia de acuerdo a la Ecuación 1.  
Ecuación 1: Capacitancia para un condensador de placas paralelas 
 
 
Este tipo de ensayos es muy utilizado para determinar procesos de fusión de 
vesículas en neuronas, pues en el momento de fusión, el área de la membrana 
aumenta y por tanto su capacitancia. Estos ensayos permiten medir cambios de hasta 
1 fF, que equivale a aproximadamente  1µm² de membrana, lo que permitiría 
determinar área de membrana antes del momento de la salida y después de esta. 
Realizar ensayos electrofisiológicos en eritrocitos es complicado dada la flexibilidad y 
fluidez de su membrana, pero algunos grupos han logrado registros en eritrocitos 
infectados. Para este proyecto se estandarizaron las soluciones y las pipetas para 
obtener registros en eritrocitos infectados con P. falciparum. 
 
Ensayos de electrofisiología 
Solución externa Solución interna 
MgCl2 1mM NMDG-Cl 100mM  
HepesNaOH 10mM MgCl2 1,2mM 
NaCl 140mM Hepes 10mM 
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KCl 5mM EGTA 1mM 
CaCl2 1mM ATP 2mM 
D-Glucosa 5mM  
Diluir en agua desionizada y filtrar Diluir en agua desionizada y filtrar 
pH 7,4  - osmolaridad ~290 mOsm/Kg pH 7,4 - osmolaridad ~280mOsm/Kg 
 
Para los ensayos de electrofisiología se deben adherir los eritrocitos a la superficie de 
trabajo, usando 20-30 µL de polilisina 0,01% en agua en las laminillas, dejando secar 
a 37°C en incubadora. Los eritrocitos se colocan al 0,075% de hematocrito en RPMI 
sin suero, se dejan adherir durante 30 minutos o 1 h y luego se retiran y se lava la 
laminilla suavemente, para evitar que se despeguen los eritrocitos. Se colocan en la 
cámara de registro y se bañan con la solución externa.  
 
Las pipetas se utilizan con resistencias mayores a 5 MΩ, la resistencia óptima es 8 
MΩ, pues es con esta resistencia con la que se han logrado la mayor cantidad de sellos 
(Puller Narishige, capilares de borosilicato). No obstante, en la literatura que describe 
ensayos electrofisiológicos con P. falciparum mencionan que se utilizan pipetas con 
resistencias de 15 MΩ. El problema con las pipetas de resistencias de 5-8 MΩ es que 
gran parte de la membrana del eritrocito se inserta en la pipeta dada su alta 
flexibilidad, pero cuando la resistencia de las pipetas ha llegado a ser 10-12 MΩ es 
muy difícil lograr sello.  
 
Se han intentado realizar registros utilizando nistatina para producir poros en la 
membrana y realizar registros electrofisiológicos en modo “Parche perforado”.  El 
principal inconveniente del uso de la nistatina es que esta inhibe la formación del 
gigasello, por lo que se recomienda sumergir la pipeta en solución sin nistatina antes 
de llenarla para facilitar el sello; aunque se siguieron estas instrucciones, no fue 
posible lograr sellar los eritrocitos infectados, de manera que es necesario 
estandarizar esta parte de la técnica para evitar la fuga del citoplasma total de la 
célula y lograr un registro de célula entera. 
Dado que la membrana del eritrocito es una membrana altamente flexible, los 
registros electrofisiológicos son complicados de realizar, por lo que en este trabajo se 
estandarizaron las condiciones para hacer próximos registros en el laboratorio bajo 
las condiciones y con los equipos con los que se cuenta. 
Al utilizar las condiciones señaladas en la metodología de este anexo, se logró la 
obtención de gigasellos en eritrocitos infectados con P. falciparum. Este es el primer 
paso para lograr registros de electrofisiología en modo de célula entera en este tipo 
de células, lo cual permitirá posteriormente medir la capacitancia de las células y por 
ende, conocer el área de las membranas.   
Uno de los principales inconvenientes para la obtención de un registro en célula 
entera es la flexibilidad de la membrana del eritrocito, pues en el momento de aspirar 
la membrana para su apertura, esta se introduce en la pipeta dejando la vacuola 
parasitófora adherida a la punta de la pipeta, y de esta forma no es posible obtener 
registros.  
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Se intentó utilizar nistatina para lograr registros en parche perforado, pero esta 
sustancia inhibe la formación de sellos; cuando se utilizó en Plasmodium no fue 
posible obtener ningún sello.  
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Tras 20 a 40 minutos de incubación a 37 °C, la sonda FM4-64 es internalizada por 
eritrocitos parasitados, marcando membranas internas inducidas por el parásito 
(clefts de Maurer y red tubovesicular) y la MVP. En los tratamientos en los que la 
sonda está presente, se observa un marcaje más claro de la membrana plasmática y 
de las membranas internas, mientras que el marcaje en las células donde el medio no 
contiene la sonda, se observa un marcaje más difuso en la membrana plasmática y 
aun se observa buen marcaje en las membranas internas. En la tercera columna de 
esta figura se observan superposiciones usando marcaje de núcleos con Hoechst 
33342, la cual permite visualizar eritrocitos infectados con estadios jóvenes del 
parásito que son de difícil reconocimiento con microscopía de luz dado que el 
pigmento malárico no es tan abundante como en los parásitos maduros o los 
trofozoitos.  
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Figura 8-4: Marcaje de membranas de eritrocitos de un cultivo de P. 
falciparum 
Se marcaron membranas con FM-4-64 y núcleos con Hoechst como se indica en el 
anexo A.  
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Adicionalmente se realizaron marcajes de la sonda FM4-64 y CFDA-SE 
simultáneamente en uno de los ensayos de observación de salida, mas no se 
observaron eventos de salida del parásito. Ninguna de las sondas interfirió en el 
marcaje de la otra, como se observa en la figura 8-5. 
 
Figura 8-5: Marcaje con CFDA-SE simultáneo con FM4-64 
a) Marcaje con CFDA-SE donde se observa la vacuola (V) y un esquizonte (E) y eritrocitos no 
infectados espiculados; b) Marcaje de membrana con FM4-64, vacuola (V), esquizonte (E); c) 
Fotografía del campo claro; en esta no se distingue un anillo (A) de  un eritrocito no infectado 
normal. El número elevado de eritrocitos no infectados (N) espiculados se debe a que CFDA-
SE debe ser incubada en PBS y el registro fotográfico se realizó sin control de temperatura. 
Aumento x1000. 
  
 
 
